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Glosario de abreviaturas 
 
a 
AraC: citarabina (= arabinósido de citosina) 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ARN: ácido ribonucleico 
b 
BDCA: antígeno de célula dendrítica sanguínea (del inglés “blood dendritic cell 
antigen”) 
c 
CD: grupo o cluster de diferenciación (del inglés, “cluster differentation”) 
CD2AP: proteína asociada a CD2 (del inglés “CD2-associated protein”) 
CDc: célula dendrítica clásica 
CDp: célula dendrítica plasmocitoide 
CDs: células dendríticas 
CFDA,SE: diacetato de carboxifluoresceína, succinimidil éster 
CGH: hibridación genómica comparada (del inglés, “comparative genomic 
hybridization”) 
CLA: antígeno cutáneo linfocitario (del inglés, “cutaneous lymphocyte-associated 
antigen”) 
CMKLR1: del inglés, “chemerin chemokine-like receptor 1” 
CMF: citometría de flujo 
CPA: célula presentadora de antígeno 
CpG-ODN: oligodesoxinucleótidos CpG (del inglés, “CpG oligodeoxynucleotides”) 





DC-SIGN: del inglés “dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-grabbing 
non-integrin” 
e 
EORTC: Organización Europea para la Investigación y el Tratamiento del Cáncer (del 
inglés, “European Organization for Research and Treatment of Cancer") 
f 
FcR: receptor para el fragmento Fc de las inmunoglobulinas (del inglés, “Fc receptor”) 
FLT: tirosin quinasa similar a FMS (del inglés, “FMS-like tyrosine kinase”) 
g 
GM-CSF: factor estimulante de colonias granulo-monocíticas (del inglés “granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor”) 
h 
HLA: antígeno leucocitario humano (del inglés “human leukocyte antigen”) 
i 
ICOSL: ligando de la molécula coestimuladora inducible (del inglés, “inducible T-cell co-
stimulator ligand”)  




ILT: del inglés “immunoglobulin-like transcript” 
ITAM: motivo de activación de inmunorreceptores que señalizan por fosforilación de 
tirosinas (del inglés “immunereceptor tyrosine-based activation motifs”) 
ITIM: motivos de inhibición de inmunorreceptores que señalizan por fosforilación de 





Lin: línea celular 
LCR: líquido cefalorraquídeo 
LDH: lactato deshidrogenasa  
LLA: leucemia linfoblástica aguda 
LMA: leucemia mieloblástica aguda 
LNH: linfoma no Hodgkin 
m 
MO: médula ósea 
MON: médula ósea normal 
n 
NCDPB: neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica 
NF-κB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas (del inglés, “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”)  
NG2: antígeno neural/glial 2 (del inglés, “neural/glial antigen 2”) 
NOD: nucleótidos y dominios de oligomerización (del inglés “nucleotide and 
oligomerization domains”) 
nTreg: linfocitos T reguladores naturales 
o 
OMS: Organización Mundial de la Salud 
p 
PCD: precursor de célula dendrítica 
PG: prostaglandina 
Pre-CDp: precursor de célula dendrítica plasmocitoide 
s 





SMD: síndrome mielodisplásico 
SNC: sistema nervioso central 
SP: sangre periférica 
t 
TAPH: trasplante alogénico de precursores hematopoyéticos 
TCL1: proteína 1 del linfoma/leucemia de linfocitos T (del inglés, “T-cell 
leukemia/lymphoma protein 1”) 
TCR: receptor de la célula T (del inglés “T-cell receptor”) 
TdT: deoxinucleotidil transferasa terminal (del inglés, “Terminal deoxynucleotidyl 
transferase”) 
TGF: factor transformante del crecimiento (del inglés, “transforming growth factor”) 
TLR: receptor tipo aduana (del inglés “toll-like receptor”) 
TNF: factor de necrosis tumoral (del inglés, “tumoral necrosis factor”) 
TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (del inglés, “TNF-related 
apoptosis-inducing ligand”) 
Treg: linfocitos T reguladores 



















1. Células dendríticas humanas 
1.1. Características generales 
Las células dendríticas (CDs) son las células presentadoras de antígeno (CPA) por 
excelencia. En este sentido, son las células más eficaces a la hora de activar la respuesta 
linfoide T primaria, siendo capaces de captar y presentar antígenos a los linfocitos T 
naïve y de modular la respuesta del sistema inmune, constituyendo por lo tanto el nexo 
de unión fundamental entre la respuesta inmune innata y la adaptativa. 
Las células dendríticas se describieron por primera vez en 1868, cuando Paul 
Langerhans identificó en la epidermis humana, una población celular con 
características morfológicas peculiares, asociadas a la presencia de prolongaciones 
citoplasmáticas1. No obstante, Paul Langerhans les atribuyó una función equivocada, al 
creer que se trataba de inervación intra-epidérmica. Actualmente sabemos que esta 
población celular corresponde a las células de Langerhans de la piel. No es hasta casi 
un siglo más tarde cuando en 1973, Ralph Steinman y Zanvil Cohn identificaron también 
la presencia de este tipo de células de morfología peculiar en el bazo de ratón2. Es 
entonces cuando Steinman denominó por primera vez a estas células “células 
dendríticas” (del griego dendron, que significa árbol), debido a su morfología 
característica, con amplias proyecciones citoplasmáticas que recordaban a las 
neuronas del sistema nervioso, y descubrió además, su función primordial en la respuesta 
inmune3; todo ello abrió un nuevo campo de investigación dentro de la inmunología 
con importantes repercusiones científicas y clínicas, que le valieron a Steinman 
numerosos premios, entre los que merece destacar el premio Nobel de Medicina en 
2011ref.4. 
En los años posteriores al descubrimiento de las CDs, y en especial durante las 
dos últimas décadas del siglo pasado, se ha avanzado de forma notable en el 
conocimiento y aplicación del extraordinario potencial de las CDs a la hora de 
orquestar la respuesta del sistema inmune5-10. Así, en la actualidad, a las CDs se les 




atribuyen entre otras, funciones clave en el control de la especificidad, magnitud y 
polaridad de la respuesta inmune11,12. Las CDs controlan los diferentes tipos de respuesta 
inmune específica, incluyendo las respuestas implicadas en la defensa frente a 
microorganismos patógenos y células tumorales, y el desarrollo de enfermedades 
autoinmunes11,12. Para llevar a cabo su función primordial de “centinelas” del sistema 
inmune, hoy sabemos que las CDs en reposo están distribuidas por todos los tejidos del 
organismo, estando presentes en el tejido conectivo de la mayoría de órganos linfoides 
y no linfoides como la piel, corazón, pulmones, intestino, hígado e incluso en el sistema 
nervioso central13,14. Tras la captación del antígeno, las CDs migran desde los tejidos 
periféricos hasta la localización primordial de las CDs activadas: las áreas ricas en células 
T de los órganos linfoides secundarios, lugar de encuentro de las CDs con los linfocitos T, 
a los que presentan los péptidos derivados del procesamiento del antígeno captado15. 
Debido a la ausencia de marcadores universales que nos permitan reconocer 
de forma específica al conjunto de las CDs, desde el punto de vista fenotípico estas 
células se identifican por su expresión elevada de moléculas involucradas en la 
presentación de antígenos (moléculas HLA de clase I y II como HLA-DR), en ausencia de 
marcadores de otras líneas celulares que también expresan moléculas HLA de clase II 
en situación basal como los linfocitos B (CD19neg) y monocitos (CD14neg), o tras 
activación, como ocurre con las células T (TCRneg/CD3neg) y NK (CD56neg)12,16. 
1.2. Subpoblaciones de células dendríticas humanas 
Aunque en conjunto las células dendríticas son capaces de llevar a cabo de 
forma general las funciones descritas, es decir, de procesar y presentar antígenos a los 
linfocitos T vírgenes para iniciar/modular la respuesta inmune, dentro de ellas se 
identifican diferentes subpoblaciones celulares con características fenotípicas y 
funcionales distintas17: las CDs plasmocitoides (CDp) y las células dendríticas mieloides 
convencionales o clásicas (CDc). En sangre periférica (SP) humana, donde el conjunto 
de las células dendríticas representa una población minoritaria de leucocitos (<1%), es 




posible diferenciar fenotípicamente estas subpoblaciones mediante distintos 
marcadores18. Así, la población de CDp expresa BDCA2 (CD303), además de niveles 
elevados de la cadena alfa del receptor de la interleucina 3 (CD123), en ausencia de 
CD11c, siendo capaz de producir y secretar de forma rápida y en respuesta a 
infecciones virales, cantidades elevadas de interferón (IFN)α19. Por su parte, las CDc, 
expresan CD11c y CD33 en su membrana y se subdividen en dos subpoblaciones 
principales: a) las CDc que expresan BDCA1 (CD1c), con un papel destacado en la 
activación de los linfocitos T CD4+ ref.20, y; b) las CDc BDCA3++ (CD141++) que poseen 
capacidad de capturar células muertas y realizar una presentación cruzada de 
antígenos exógenos, ofreciendo así un mecanismo alternativo capaz de activar células 
T CD8+ específicas de patógenos que no infectan directamente a las CDs21. Estas 
diferencias fenotípicas y funcionales entre las CDp y las CDc sugieren que ambas 
subpoblaciones desempeñan papeles funcionales distintos, aunque complementarios, 
en la respuesta inmune. 
En tejidos diferentes de la sangre, el nivel de heterogeneidad de las CDs se refleja 
también en las múltiples denominaciones que reciben estas células según su 
localización anatómica. Esto es debido sobre todo a la especialización de la función 
presentadora/inmunomoduladora adquirida en cada tipo de tejido; tal es el caso de 
las células de Langerhans que se localizan en el epitelio escamoso estratificado de la 
piel, las células de la microglia del parénquima cerebral o las CDs del timo, entre otras22-
24. 
Además de las poblaciones de CDs antes referidas, existen otras células que se 
encuentran fenotípica y funcionalmente a caballo entre las CDs (sobre todo las CDc) y 
los monocitos clásicos; son las denominadas “células dendríticas derivadas de 
monocitos” o monocitos “no clásicos”25. Este subtipo de monocitos expresa el receptor 
de baja afinidad para el fragmento Fc de la IgG (FcγRIII o CD16), es CD14neg/débil y 
CD11c+ ref.25. Actualmente se cree que más que una subpoblación de CDs, estas células 
constituyen una subpoblación minoritaria de monocitos, diferente del monocito clásico 
inflamatorio25. Numerosos trabajos han puesto de manifiesto que estas células 




CD16+/CD14neg/débil están incrementadas en número (y actividad funcional) en la SP de 
pacientes con diversas enfermedades inflamatorias crónicas26,27, infecciones28,29, 
enfermedades autoinmunes30,31 y tumores32-34, e incluso en condiciones fisiológicas –p. 
ej. en sujetos de edad avanzada35-, hallazgos que apoyan una actividad funcional 
relevante en procesos de renovación celular aumentada y/o lesión tisular36. Debido a 
que esta subpoblación de células presentadoras está más relacionada con los 
monocitos que con las CDs propiamente dichas, no haremos referencia a la misma en 
esta introducción de la memoria del trabajo doctoral realizado. 
1.3. Origen y ontogenia de las células dendríticas 
Desde el descubrimiento de las CDs, se ha debatido ampliamente sobre su 
origen y su relación con el monocito. Así, hoy está bien establecido que las CDs tienen 
su origen en médula ósea (MO) a partir de una célula stem hematopoyética37; no 
obstante, los precursores específicos de las CDs, a los que se les atribuye tanto un origen 
mieloide como linfoide38,39, siguen sin estar claramente definidos40-42. El modelo 
tradicional de ontogenia de las CDs sugiere la existencia de diferentes vías y líneas 
hematopoyéticas de diferenciación a CDs funcionalmente distintas41,43. De acuerdo 
con este modelo, las CDc derivarían de un precursor mieloide, mientras que las CDp se 
originarían a partir de un progenitor linfoide común temprano43. Este modelo se basa en 
el hecho de que las CDp de SP humana carecen de marcadores mieloides y, a 
diferencia de las CDc, requieren de la presencia de interleucina 3 (IL3) para su 
diferenciación, pero no del factor estimulante de colonias gránulo-monocíticas (GM-
CSF)44. Otros estudios, por el contrario, han aportado evidencias que sugieren la 
existencia de un precursor común a todas las CDs, con características de célula 
progenitora mieloide/linfoide y plasticidad para generar tanto CDp como CDc39,45,46. En 
consonancia con estos últimos estudios, las hipótesis más actuales sugieren que ambas 
subpoblaciones de CDs (CDp y CDc) comparten un mismo precursor, con potencial de 
diferenciación restringido a línea mieloide, y común con el precursor monocítico37,46,47. 




Este precursor común se identificó mediante estudios in vitro primero en el ratón46,48-50 y 
más recientemente también en el ser humano37. De acuerdo con este modelo, todas 
las subpoblaciones de CDs hematopoyéticas humanas compartirían un ancestro 
común37,46,47 con capacidad de diferenciación restringida a granulocito neutrófilo, 
monocito y CDs. Este precursor se localizaría en MO y en cordón umbilical, pero no en 
sangre periférica o en los tejidos linfoides periféricos37. Fenotípicamente, carecería de 
marcadores de línea celular (Linneg) y expresaría CD34, CD38 de intensidad elevada, 
CD135 (FLT3), CD115 (receptor del factor estimulador de colonias monocíticas) y CD117 
(receptor tirosin kinasa KIT, receptor de “stem cell factor”)17,37,47. A medida que se 
diferencia, este precursor perdería su potencial de diversificación a distintas líneas y 
daría lugar a un progenitor restringido a monocito y CDs. A partir de este último 
progenitor se originaría finalmente el precursor específico de CD (PCD). Según Lee et 
al., este PCD (Linneg, CD34+, CD38++, CD135+, CD45RA+, CD10neg, CD115neg, CD116neg -
receptor de GM-CSF-, CD123++) representaría ≈2% de las células CD34+ de MO 
humana37, y ya habría perdido su potencial de diferenciación a monocito, de manera 
que solo sería capaz de dar lugar a CDs, diferenciándose finalmente a CDp y a un 
precursor de la CDc (Figura 1).  
El precursor de la CDc saldría de la MO, transitaría por la sangre periférica y 
cuando se asienta en un micromedioambiente adecuado, como el de los órganos 
linfoides periféricos, se diferenciaría en las dos subpoblaciones de CDc (CD1c+ y 
CD141++)37,49,51. Debido a su corta vida media49,52, estas dos subpoblaciones de CDc 
necesitarían una reposición continua por parte del precursor de MO53,54. 
A diferencia del proceso de maduración de las CDc que se completaría fuera 
de la MO, el de las CDp se realiza enteramente en este tejido, donde fueron 
identificadas por primera vez estas células por Olweus et al. en 199755. Estos autores 
demostraron en un modelo humano (MO fetal) que el precursor de CDp expresa de 
forma característica CD123 de forma intensa, además de CD4, HLA-DR y CD34. 
Posteriormente se comprobó que este precursor expresa además niveles bajos de CD64 
y CD13, junto a una expresión intensa de otros antígenos mieloides como CD36 y CD3356. 




Desde el punto de vista morfológico, los precursores de CDp se caracterizan por 
presentar una membrana plasmática lisa asociada a un citoplasma agranular y 
abundante, y un núcleo ligeramente lobulado. Asimismo, en su trabajo, Olweus et al.55 
demostraron que el cultivo de precursores de CDp en presencia de GM-CSF e IL3 inducía 
en pocos días, su diferenciación in vitro a una célula CD1a+, asociada a la formación 
de agregados celulares y la adquisición de una morfología típica de célula dendrítica, 
todo ello acompañado de la adquisición de una potente capacidad estimuladora de 
linfocitos T CD4+ alogénicos.  
Figura 1.- Modelo hipotético de la ontogenia de las diferentes subpoblaciones de células 
dendríticas humanas 
CSH: célula stem hematopoyética, PGMD: precursor común de granulocito neutrófilo, monocito y célula 
dendrítica, PMD: precursor de monocito y célula dendrítica, PCD: precursor de célula dendrítica, CDp: célula 
dendrítica plasmocitoide, pre-CDc: precursor de célula dendrítica clásica, CDs: células dendríticas (adaptado 
de Breton et al. 2015ref.17). 
La identificación y caracterización del precursor de la CDp humana ha supuesto 
un avance fundamental para el conocimiento de estas células. Aun así, en el momento 
de iniciar este trabajo seguían sin conocerse los diferentes estadios por los que atraviesa 
la diferenciación de la CDp en MO, y los cambios fenotípicos y funcionales asociados a 
su maduración desde el precursor hematopoyético CD34+ hasta su salida a sangre55,57. 
Este desconocimiento deriva por un lado, de la dificultad existente a la hora de definir 
distintos estadios madurativos a partir de una población celular escasamente 
representada en MO humana (≈3% del total de células CD34+ de MO fetal55) y por otra 
parte, de la ausencia de marcadores específicos que los identifiquen.  




Algunas poblaciones de CDs, como las CDs de la microglia o las células de 
Langerhans de la piel, constituyen una excepción a este modelo de desarrollo, al 
tratarse de células que no dependen de la MO para su reposición23,58,59. En este sentido, 
la autorrenovación de estas células ocurriría fuera de la MO, al tener capacidad de 
proliferar de forma masiva en respuesta a estímulos inflamatorios. De acuerdo con estos 
hallazgos, se ha demostrado, tanto en modelos murinos como en el hombre, que la 
célula de Langerhans tiene su origen en un precursor embrionario que coloniza la 
epidermis de forma temprana, antes del nacimiento59-61. 
1.4. Funciones de las células dendríticas 
En términos generales podemos decir que las CDs desempeñan dos funciones 
principales: a) la inducción de respuestas inmunogénicas, y b) la inducción de 
tolerancia inmune específica. 
1.4.1. Inducción de respuestas inmunogénicas 
Desde el punto de vista funcional, las CDs presentes en los tejidos periféricos en 
estado de reposo se caracterizan por presentar una gran actividad fagocítica y 
endocítica asociada a un bajo potencial de activación de linfocitos T55,62. Este estado 
se traduce fenotípicamente en una expresión relativamente baja de moléculas 
presentadoras de antígeno (HLA) de clase II y de moléculas coestimuladoras44; esto sería 
debido a que la principal función de las CDs en los tejidos periféricos es la de registrar 
de forma constante el medio que las rodea en busca de antígenos extraños43,63. Para 
ello, las CDs disponen de un amplio abanico de receptores de membrana, entre los que 
se incluyen: a) receptores para fragmentos Fc de la IgG (FcγRII o CD32)ref.64, b) 
receptores del complemento65, c) integrinas, d) receptores de citocinas y quimiocinas, 
y e) receptores de lectina de tipo Cref.66 entre los que se incluye un amplio grupo de 
receptores relacionados estructural y funcionalmente entre sí, como el receptor de 
manosa (CD206), de fucosa y de N-acetilglucosamina, entre otros receptores que 




reconocen carbohidratos de las glicoproteínas y glicolípidos presentes en la envoltura 
externa de los microorganismos -langerina (CD207), dectina1 (CD369), BDCA2 (CD303), 
DEC205 (CD205) o DC-SIGN (CD209)-; además las CDs expresan también receptores de 
la familia NOD (receptores que reconocen nucleótidos y dominios de oligomerización), 
receptores “carroñeros” (del inglés “scavenger”)67 (CD36, LOX1 y CD91), receptores de 
la familia SLAM (que intervienen en la comunicación célula-célula y reconocen ligandos 
homotípicos) y receptores de tipo toll (de sus siglas en inglés, TLR)68 capaces de 
reconocer patrones moleculares altamente conservados y comunes a diferentes 
patógenos69,70. En la figura 2 se representan de forma esquemática los subtipos más 
relevantes de receptores expresados por las CDs.  
Figura 2.- Representación esquemática de los diferentes tipos de receptores que 
expresan las células dendríticas humanas 
R: receptor 
Tras el reconocimiento del patógeno por parte de las CDs, este es internalizado 
mediante fagocitosis, pinocitosis y/o endocitosis71-73; a partir de este momento, las 
células dendríticas van a migrar de la periferia a los ganglios linfáticos regionales, donde 
se aloja un gran número de linfocitos T vírgenes43,74. A lo largo de este proceso de 
migración, las CDs van procesando los antígenos y ensamblando los péptidos 




antigénicos resultantes en moléculas HLA, que finalmente se expresan en la membrana 
citoplasmática; de esta forma los péptidos asociados a las mismas pueden ser 
reconocidos por el receptor para antígeno de los linfocitos T75. Paralelamente, las CDs 
experimentan un proceso de maduración76,77, transformándose en células dendríticas 
diferenciadas. 
La maduración de las células dendríticas se asocia a una pérdida progresiva de 
su capacidad para capturar antígenos y a la adquisición gradual de un potencial cada 
vez mayor para desencadenar una respuesta inmune por parte de linfocitos T vírgenes78. 
Para ello, las células dendríticas procesan los antígenos capturados, reduciéndolos a 
péptidos que se ensamblan en moléculas HLA75; finalmente, los complejos péptido-HLA 
son transportados a la superficie celular75. Además, esto va unido a una serie de cambios 
fenotípicos, que en gran medida reflejan los cambios funcionales que sufren las células 
dendríticas a lo largo de su migración y maduración. Así, las células dendríticas 
activadas o maduras expresan marcadores que las distinguen de las CDs inmaduras o 
en reposo; entre otros marcadores, merece destacar: a) CD83, una de las proteínas más 
características de la célula dendrítica madura, con un papel fundamental en la 
inducción de respuestas T inmunogénicas79, y; b) DC-LAMP (CD208), una proteína 
lisosomal que interviene en el procesamiento antigénico, específica también de células 
dendríticas maduras80. Además, a medida que madura la célula dendrítica, se produce 
un aumento significativo de la expresión de moléculas coestimuladoras (p. ej. CD40, 
CD80 y CD86), moléculas de adhesión (p. ej. CD54) y moléculas HLA63,79, a la vez que se 
modifica su patrón de expresión de receptores de quimiocinas, entre otros cambios 
fenotípicos73,81. 
Cuando la célula dendrítica alcanza los órganos linfoides secundarios, esta 
célula está en condiciones óptimas de activación y maduración, siendo capaz de 
presentar antígenos a los linfocitos T vírgenes y de memoria15,82,83, e inducirles a que 
desencadenen una respuesta inmune específica de antígeno8. La célula dendrítica 
también puede activar linfocitos T CD8+ citotóxicos, a través de una presentación 
cruzada de antígenos84. Esto último es debido a que la célula dendrítica es capaz de: 




a) internalizar células infectadas por virus, células tumorales o células procedentes de 
trasplantes, b) procesarlas en su interior, extrayendo de forma eficiente sus péptidos, y 
c) presentar dichos péptidos en moléculas HLA de clase I. Este proceso es fundamental 
a la hora de generar inmunidad contra virus con tropismo restringido a ciertos tejidos (p. 
ej. virus que infectan células no hematopoyéticas)85 o para mantener la tolerancia 
periférica a antígenos propios86. 
El tipo de respuesta que finalmente ponen en marcha los linfocitos T activados 
tras la presentación antigénica, va a depender de varios factores como: a) la 
concentración antigénica alcanzada en la célula dendrítica, b) la afinidad del receptor 
específico para antígeno del linfocito T (de sus siglas en inglés, “TCR”) por el complejo 
formado por la molécula HLA que presenta el péptido y el péptido, c) la duración de la 
interacción, d) el estado de maduración de la célula dendrítica, e) el patrón de 
citocinas que secrete, y f) el tipo de estímulo responsable de su maduración87,88. Todos 
estos factores condicionarán por tanto, la polarización del linfocito T con el que 
contacta la célula dendrítica hacia el patrón de respuesta linfoide T más adecuado 
para combatir con mayor eficacia la infección por un microorganismo concreto42,89,90 
(p. ej. TH1, TH2 o TH17). 
1.4.2. Inducción de tolerancia inmune 
Desde hace tiempo se sabe que las CDs no solo procesan antígenos extraños (o 
alterados) para inducir inmunidad15,91, sino que tienen también un papel fundamental 
en la inducción de tolerancia92, tanto central como periférica93,94; no obstante, siguen 
sin conocerse en detalle los factores que influyen en su puesta en marcha. Por una parte, 
se ha comprobado que en ausencia de señales de infección o inflamación, las células 
dendríticas capturan y presentan antígenos del propio individuo a los linfocitos T, 
manteniéndose en un estado inactivo o de inmadurez, que resulta en la inhibición de la 
proliferación y la inducción de anergia sobre células T reactivas91,92. En algún momento 
se atribuyó esta función a un subtipo específico de célula dendrítica y en concreto, a la 
subpoblación de CDp95-97, al observarse que en determinadas condiciones estas células 




promovían la generación de anergia y la deleción clonal de linfocitos T, junto a una 
expansión de linfocitos T reguladores. No obstante, hallazgos más recientes parecen 
indicar que no existirían poblaciones concretas de CDs especializadas en inducir 
inmunotolerancia98, sino que todas ellas serían capaces de inducir tanto respuestas 
inmunogénicas como tolerogénicas, sobre los linfocitos T con los que interactúan. El tipo 
de respuesta resultante (inmunogénica vs. tolerogénica) dependería de las señales del 
micromedioambiente, del patrón de expresión de moléculas de membrana que 
presenten en ese momento (a su vez relacionado con su estado de 
maduración/activación) y de la activación selectiva de vías de señalización específicas 
que promueven la inducción de células T reguladoras99, o de la interacción de estos 
linfocitos T reguladores con las CDs100. En general, las CDs inductoras de tolerancia 
muestran: a) un fenotipo caracterizado por una baja expresión de moléculas 
coestimuladoras101 y niveles elevados de moléculas y receptores reguladores, b) una 
capacidad limitada de producción de IFNα y otras citocinas, c) una respuesta a la 
estimulación mediada por receptores Toll-like disminuida y e) capacidad de inducir 
expansión de células T reguladoras102.  
Debido a la capacidad de las CDs para iniciar o modular la respuesta inmune, en 
los últimos años se ha incrementado considerablemente el interés en su utilización 
terapéutica como herramienta potencialmente capaz de modular la respuesta inmune 
en campos tan diversos como el trasplante de órganos y tejidos, enfermedades 
autoinmunes, alergia, enfermedades infecciosas, o la inmunidad antitumoral97,103-106. 
1.5. La célula dendrítica plasmocitoide 
La CDp constituye una población celular escasamente representada en sangre 
periférica (0.1% - 0.6% del total de los leucocitos de adultos sanos16,55) descrita por 
primera vez en 1958 por Lennert y Remmele en la zona paracortical de un ganglio 
reactivo humano107. A lo largo de los años esta célula ha sido renombrada en varias 
ocasiones (p. ej. célula plasmática asociada a linfocito T, célula T plasmocitoide y 




monocito plasmocitoide, entre otras denominaciones107-109) en función del 
conocimiento que progresivamente se iba adquiriendo sobre ella. Su denominación 
actual se basa en su parecido morfológico con la célula plasmática. Precisamente 
debido a la morfología plasmocitoide de la CDp, se pensó que esta célula estaba 
especializada en la producción y secreción de proteínas; sin embargo, a diferencia de 
la célula plasmática, pronto se comprobó que esas proteínas no eran inmunoglobulinas 
(Ig), sino citocinas, especialmente el IFNα antiviral74,110. Característicamente, una vez 
colocada en cultivo en ausencia de IL3, la CDp entra (rápidamente) en apoptosis; por 
el contrario, la presencia de esta interleucina en el cultivo promueve la formación de 
agregados celulares y el desarrollo de vellosidades y proyecciones citoplasmáticas44,55, 
además de inducir la adquisición de un fenotipo de CDp activada.   
1.5.1. Características fenotípicas de la célula dendrítica 
plasmocitoide 
Como hemos mencionado anteriormente, desde el punto de vista 
inmunofenotípico, la CDp presente en sangre periférica de sujetos sanos se caracteriza 
por coexpresar de forma intensa en su membrana la cadena alfa del receptor de la IL3 
(CD123) y moléculas HLA de clase II (p. ej. HLA-DR), en ausencia de marcadores de línea 
T (TCRneg/CD3neg), B (CD19neg), NK (CD56neg) y monocitarios (CD14neg)16,19,111. Además, la 
CDp no expresa la integrina CD11c, ni marcadores característicos de línea mieloide 
como CD13 o CD33, lo que la diferencia de la CDc CD11c+/CD33+. La CDp de sangre 
periférica expresa de forma específica y homogénea BDCA2 (CD303); por el contrario, 
la expresión de este marcador en la célula dendrítica de médula ósea varía según su 
grado de maduración112; además, la CDp también expresa BDCA4 (CD304), aunque 
este último marcador no es específico al haberse detectado también en otras 
poblaciones celulares, sobre todo en condiciones de activación18,113,114.  
Numerosos trabajos han puesto de manifiesto el importante papel que 
desempeña BDCA2 en la CDp. BDCA2 es un receptor de lectina tipo C con un único 




dominio extracelular de reconocimiento de carbohidratos, una región transmembrana 
y una cola corta citoplasmática que no alberga ningún motivo de señalización. Esta 
molécula tiene capacidad para internalizar antígenos y constituye uno de los receptores 
responsables de inhibir la producción de IFNα y el aumento de expresión de moléculas 
coestimuladoras en la CDp, en respuesta a ligandos de TLR7 y TLR9115,116, mecanismo del 
que hablaremos con mayor detalle más adelante (ver sección 1.5.2.1.). Otra proteína 
expresada de forma intensa en la CDp humana es la proteína asociada a CD2 (de sus 
siglas en inglés, CD2AP); esta proteína intracelular se encarga de regular la expresión de 
BDCA2 mediante la formación de complejos que inhiben la actividad de la ligasa de 
ubiquitina E3 CBL117.  
Además de BDCA2 y CD2AP, la CDp humana expresa también otros receptores 
encargados de inhibir la producción de IFNα mediada por TLR9, entre los que se 
encuentran ILT7 (CD85g) -expresado exclusivamente en CDp-, el receptor de la IgE 
(FcεRIα), y NKp44 (CD336)118-120. Asimismo, la CDp expresa otros muchos receptores de 
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos, mostrando niveles 
elevados del receptor “carroñero” CD36, del receptor de lectina tipo C CD205 (aunque 
es CD209neg), y de los receptores de tipo Toll TLR7 y TLR9; estos últimos receptores 
reconocen ADN de microorganismos y/o ARN vírico y son expresados selectivamente 
en el compartimento endosomal de la célula dendrítica, lo que diferencia la CDp de 
las CDc, que expresan TLR1, TLR2 y TLR3 en su membrana121. A su vez, la expresión de los 
receptores endosomales TLR7 y TLR9 permite a la CDp, a diferencia del resto de células 
del sistema inmune, responder frente a infecciones víricas y bacterianas sin necesidad 
de estar infectada122. TLR7 reconoce ARN de cadena sencilla rico en residuos de 
guanosina o uridina procedente de virus123, mientras que TLR9 detecta ADN 
monocatenario que contenga motivos CpG no metilados (secuencias específicas de 
ADN que contienen los dinucleótidos citosina-guanina de forma no metilada) que se 
encuentra de forma habitual en el genoma de bacterias y virus70; además, TLR9 detecta 
también oligonucleótidos sintéticos como los oligodesoxinucleótidos CpG (CpG-ODN70). 
En este sentido, merece destacar que la respuesta de la CDp varía según el tipo de 




bacteria/virus que reconoce, habiéndose sugerido que esto podría estar relacionado 
con la localización específica de los TLR activados dentro del endosoma. Asimismo, 
diferentes tipos de CpG desencadenan respuestas biológicas cualitativamente distintas: 
mientras que CpG-A (prototipo ODN 2216) se une a TLR9 del endosoma e induce la 
liberación de niveles elevados de IFNα e IFNβ y apenas induce diferenciación a célula 
dendrítica madura, CpG-B (prototipo ODN 2006) se une a TLR9 del lisosoma, no induce 
secreción de IFN de tipo I, y favorece de forma clara la diferenciación de la CDp a una 
célula fenotípica y funcionalmente madura, capaz de producir IL8 y de expresar 
moléculas coestimuladoras y presentadoras de antígeno124. En cambio, ambos tipos de 
CpG inducen la producción de niveles similares de factor de necrosis tumoral α (de sus 
siglas en inglés, TNFα)125. La localización intracelular de TLR9 sería determinante a la hora 
de discriminar entre ácidos nucleicos exógenos y propios, y prevendría la activación 
espontánea de la CDp inducida por estos últimos, con la consiguiente producción de 
IFNα126. De hecho, recientemente se ha sugerido que el fallo en este mecanismo podría 
estar relacionado con la patogenia de algunas enfermedades autoinmunes127.  
Como hemos mencionado anteriormente, ILT7 (CD85g) se expresa de forma 
exclusiva en la CDp, mientras que otros receptores leucocitarios de tipo Ig como CD85j 
(ILT2) y CD85k (ILT3) están presentes, no solo en la CDp, sino también en la superficie de 
la CDc y del monocito, entre otros tipos celulares128.  
Respecto a la expresión de moléculas coestimuladoras, la CDp carece de forma 
constitutiva (en situación basal) de positividad para CD40, CD80 y CD86, o expresa de 
forma parcial y débil estas proteínas128. La expresión de otras moléculas señalizadoras y 
de adhesión también es variable. Así, tal como se recoge en la tabla 1, la CDp de SP es 
CD4+, CD22+ y CD62L+ y expresa de forma intensa algunos receptores de la familia 
SLAM129,130; en concreto, de los seis miembros de receptores SLAM expresa CD84 
(SLAMF5), CD229 (SLAMF3), CD319 (SLAMF7) y CD352 (SLAMF6 o NTBA)129, mientras que 
son CD150neg (SLAMF1), CD244neg (2B4)129,130 y CD48+ (SLAMF2)129. Esta última proteína es 
una molécula funcionalmente muy relacionada con la familia de proteínas SLAM, 
aunque estrictamente no pertenece a la misma131; de hecho, a excepción de CD48, 




todos los receptores de la familia SLAM son ligandos de sí mismos, estando involucrados 
en interacciones célula-célula en procesos de comunicación entre CDs plasmocitoides, 
y entre CDp y el resto de células del sistema inmune129. 
A diferencia de la CDc, no se conoce en profundidad cuales son las quimiocinas 
inflamatorias y las moléculas de adhesión que específicamente dirigen la migración de 
la CDp. No obstante, se ha descrito que la CDp expresa receptores de quimiocinas 
como CD183, CD184, CD197 y CMKLR1129,132. Estos hallazgos sugieren que dichos 
receptores probablemente sean los responsables de mediar la migración de la CDp 
desde SP a los órganos linfoides secundarios y/o a los tejidos en los que se ha puesto en 
marcha una respuesta inflamatoria. Al igual que ocurre con la CDc, la CDp aumenta su 
expresión de CD197 tras estimulación a través de TLRs133; además, se ha demostrado 
que son atraídas por la quimiocina CCL21 (ligando de CD197), lo que sugiere que la 
molécula CD197 (CCR7) desempeña un importante papel en la migración de la CDp al 
ganglio linfático132. 
Aunque la mayoría de las CDp carecen de CD2 y de CD56 (moléculas 
involucradas en procesos de señalización y adhesión celular, respectivamente), 
recientemente se ha referido la existencia de subpoblaciones de CDp que expresan 
estos marcadores, incluso simultáneamente, pudiendo este hallazgo tener importantes 
implicaciones a la hora de definir la célula de origen de las neoplasias de CDp, como 
veremos más adelante (sección 2)134-136. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, en 
el ser humano se ha descrito la existencia de dos subpoblaciones de CDp en función 
del patrón de expresión de CD2136,137: a) una subpoblación mayoritaria CD2neg y b) otra 
minoritaria CD2++, que representa alrededor del 20% del total de las CDp circulantes137. 
Ambas subpoblaciones estarían presentes tanto en sangre periférica como en 
amígdala137; además, se han detectado también CDp CD2++ en algunas biopsias 
tumorales, hallazgo que sugiere que esta subpoblación de CDp podría tener un papel 
relevante en la inmunovigilancia antitumoral137, al ser también más eficientes a la hora 
de inducir proliferación de linfocitos T naïve alogénicos137. Ambas subpoblaciones de 
CDp CD2neg y CD2+ expresan las moléculas citotóxicas granzima B y TRAIL (CD253)137.  
Caracterización de la NCDPB y comparación con su célula normal 
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Clásicamente se ha considerado que, en situación basal, la CDp no expresa la 
molécula de adhesión CD56138; sin embargo, más recientemente se ha demostrado la 
existencia en SP y MO humana de una población de CDp CD56+, que representaría  ≈5% 
de las CDp en estos tejidos134-136. Estas células expresan CD2, CD13 y CD33, además de 
marcadores asociados a CDp como CD303 y CD304135,136. Respecto a las CDp 
mayoritarias CD56neg, se ha visto que las CDp CD56+ secretan menor cantidad de IFNα 
tras estimulación con CpG, y tienen una menor capacidad endocítica135,136. Según estos 
trabajos, se trataría de una nueva población de CDs ontogénicamente más cercana a 
la CDc que a la CDp, y con características intermedias entre ambas136 o superponibles 
a las de una célula dendrítica inmadura135 . Debido a la expresión de CD56, entre otras 
características, estos trabajos proponen que la subpoblación de CDp CD56+ podría 
representar la contrapartida celular normal de la neoplasia de célula dendrítica 
plasmocitoide blástica134-136. También se ha descrito que una vacuna para la prevención 
de la encefalitis trasmitida por garrapatas (FSME-IMMUN) induce la expresión de CD56 
en la CDp, asociándose esta con la expresión de otras moléculas citotóxicas, como 
TRAIL y granzima B139. Estas CDp activadas CD56+ han demostrado tener capacidad 
tumoricida139. 
En la tabla 1 se recogen de forma esquemática las principales características 
fenotípicas de la CDp de sangre periférica de adultos sanos, en lo que respecta a la 
expresión de receptores de reconocimiento de patrones moleculares, moléculas de 
adhesión y señalización, receptores de citocinas y quimiocinas y otras moléculas 
funcionalmente relevantes. A diferencia de la CDp de SP sobre la que disponemos de 
una amplia información acerca de su fenotipo, en el momento de iniciar este trabajo la 
información existente acerca de las características fenotípicas de los precursores de 
CDp humana de MO era bastante limitada, ya que casi la totalidad de los estudios 
dirigidos a caracterizar fenotípicamente la CDp se habían centrado de forma específica 
en muestras de sangre periférica humana y de ratón140,141. 




1.5.2. Características funcionales de la célula dendrítica 
plasmocitoide 
1.5.2.1 Respuesta anti-viral 
Desde el punto de vista funcional, se ha caracterizado ampliamente la CDp por el papel 
que desempeña en la respuesta inmune innata y adaptativa, y su relevancia en la 
conexión entre ambos tipos de respuesta inmune19,142; es más, en la actualidad se 
conoce que las CDp son las células dendríticas especializadas en la respuesta inmune 
anti-viral, debido a su potente capacidad para secretar niveles elevados de interferones 
antivirales (sobre todo de IFNα), desde las fases más tempranas de una infección 
vírica142,143. Si bien existen muchos otros tipos celulares capaces de sintetizar IFNα, 
ninguno lo hace con la rapidez y en niveles tan elevados como la CDp. Así, se estima 
que pese a su baja representación en sangre, la CDp es la responsable de la secreción 
de más del 95% del IFNα producido por las células mononucleares de sangre periférica 
cuando entran en contacto con virus, como por ejemplo ocurre con el virus del herpes 
simple110. La producción de esta citocina se desencadena de forma prácticamente 
inmediata en respuesta a infecciones por virus encapsulados e infecciones bacterianas; 
la detección de ácidos nucleicos víricos y otros productos derivados de los virus -a través 
de los receptores TLR7 y TLR9 presentes en la CDp-, hace que se desencadene la síntesis 
y secreción de grandes cantidades de IFNα que controlará la replicación vírica110,144,145, 
de ahí su implicación principal en la defensa antiviral74,110. Además del IFNα, la CDp 
produce citocinas pro-inflamatorias como el TNFα que favorece la maduración de la 
CDp, e IL6146. La estimulación de la CDp a través de TLR7/9 también induce: 1) la 
expresión de TRAIL, que tras la correspondiente señalización, media la entrada en 
apoptosis de células infectadas sensibles a TRAIL y de los tumores que expresen el 
receptor de TRAIL147, y; 2) la expresión de granzima B, confiriendo a la CDp activada 
propiedades citotóxicas148. 




Tabla 1: Perfil fenotípico de la célula dendrítica plasmocitoide humana de sangre 
periférica en condiciones basales. 
Grupo funcional de moléculas Molécula Patrón de expresión 
Moléculas presentadoras de antígeno HLA de clase I ++ HLA de clase II (HLA-DR) ++ 
Receptores asociados a 
reconocimiento de 
patógenos 




Receptores tipo Toll 
 
CD281 (TLR1) - 
CD282 (TLR2) - 
cyCD283 (TLR3) - 
CD284 (TLR4) - 
CD285 (TLR5) - 
cyCD287 (TLR7) + 
CD288 (TLR8) - 
cyCD289 (TLR9) + 





































































“-“: ausente/negativo; “±”: positivo débil; “-/+”: expresión parcial; “+”: positivo; “++”: positivo fuerte; “+++”: 
positivo muy intenso; cy: citoplasmático; CLA: antígeno cutáneo linfocitario; NG2: antígeno neural/glial 2; 
Tcl1: Proteína 1 del linfoma/leucemia de linfocitos T 




Una gran variedad de estímulos microbianos, entre los que estarían los asociados 
a componentes de virus y bacterias como los oligonucleótidos CpG149-151 o la interacción 
de IL3 con su receptor de alta afinidad (CD123), son capaces de desencadenar la 
maduración de la CDp, durante la cual esta incrementa la expresión de moléculas HLA-
DR, y con ello, su capacidad de presentación antigénica152. Este proceso va asociado 
también a un aumento de la expresión de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, 
CD86), y a una disminución de la capacidad para producir IFNα153. Estas características 
funcionales de la CDp activada han condicionado que a esta célula se le haya 
denominado también “CDc derivada de CDp”, al asemejarse sus características 
fenotípicas y funcionales a las de una célula dendrítica convencional/mieloide. En este 
estado de activación, la CDp recluta células T y NK activadas, induce la activación de 
células NK y macrófagos, promueve la diferenciación de células T CD4+ vírgenes a 
células efectoras que secretan IFNγ e IL10, induce el desarrollo de células T secretoras 
de IL4 y la diferenciación de células plasmáticas, facilita la síntesis de IFNα con el efecto 
anti-viral asociado al mismo, e induce la activación funcional de CDc145. 
En la transición de CDp a la denominada CDc derivada de CDp, la CDp sufre un 
cambio radical en su morfología. Así, la CDp redondeada adquiere una morfología 
típica de célula dendrítica con proyecciones citoplasmáticas evidentes, que no se 
observan en su estado de reposo (Figura 3). Las “dendritas” permiten a la CDp 
interactuar de manera más eficiente con diferentes subpoblaciones de células T63,154. 
Además, al formarse las proyecciones citoplasmáticas, aumenta considerablemente la 
superficie de contacto entre el linfocito T y la CDp, fortaleciendo así la formación y 
estabilidad de la sinapsis inmunológica155. En su conjunto, estas características 
morfológicas y biológicas cambiantes apoyan la noción de que la CDp representa un 
subtipo de célula del sistema inmune con características únicas y flexibles, con 
capacidad para intercambiar funciones de célula efectora profesional del sistema 
inmune innato y de célula presentadora de antígenos profesional, que conecta la 
respuesta inmune innata y adaptativa. No obstante, cabe señalar que otros autores no 
observan los cambios referidos ni las proyecciones citoplasmáticas típicas del estado de 




CDp madura/activada, por lo que atribuyen la morfología “dendrítica” de la CDp 
activada a un artefacto resultante de su manipulación en cultivos in vitro156. Algo similar 
ocurriría también con su postulada contrapartida neoplásica, que no adquiere 
morfología “dendrítica” a no ser que la CDp tumoral sea colocada en cultivo157. 
Figura 3.- Morfología de la célula dendrítica plasmocitoide visualizada con microscopio 
electrónico de barrido. La CDp en reposo muestra una forma esférica (panel de la 
izquierda) mientras que en su estado activado adquiere una morfología “dendrítica” 
(panel de la derecha) (adaptada de Colonna et al. 2004ref.19). 
 
 
El efecto perjudicial de una secreción descontrolada de IFNα para las demás 
células del organismo, hace que el mecanismo por el que este se produce y libera, 
tenga que estar regulado de forma estrecha. En este sentido, la propia CDp expresa 
diferentes receptores cuya función es la regulación/inhibición de la producción de IFNα 
y que pueden dividirse en dos grupos principales (Figura 4). Por un lado, los receptores 
que no generan directamente señales intracelulares, sino que requieren de una 
molécula adaptadora, grupo que en la CDp estaría representado por el receptor de 
alta afinidad para el fragmento Fc de la IgE (FcεRIγ)116 o la proteína DAP12ref.158; ambos 
adaptadores contienen un motivo ITAM a nivel intracitoplasmático116,159. Por el contrario, 
el segundo grupo de receptores contiene motivos intracelulares de inhibición basados 
en tirosina (abreviado de sus siglas en inglés, ITIM), que serían capaces de transmitir por 
sí solos señales inhibitorias116. Estos receptores presentes en la CDp, independientemente 
de si señalizan a través de motivos ITAMs o ITIMs, controlan la amplitud de la secreción 




de IFNs de tipo I en respuesta a ligandos de TLR, además de regular el grado de 
activación de la CDp116. En general, los receptores de CDp que se unen a los 
adaptadores que contienen motivos ITAM, inducen cascadas de señalización que 
inhiben la producción de IFNα mediada por TLR119. Entre los receptores conocidos de 
este tipo se incluyen BDCA2115,160, ILT7119 y FcεRIα120, que señalizan a través de FcεRIγ116, y 
NKp44 (CD336) que lo hace a través de DAP12111. A su vez, los receptores que señalizan 
directamente a través de motivos ITIM en su porción intracelular incluyen DCIR (CD367) 
y CD300a (Figura 4). Finalmente, merece destacar que la señalización mediada por 
BDCA2 durante la activación inducida por TLR9 también podría inhibir la maduración 
de CDp y su capacidad para estimular linfocitos T naïve161. A su vez, el incremento de la 
señalización mediada por BDCA2 a través de motivos ITAM está regulada por CD2AP, 
mientras que la teterina/CD317 (BST2) -una proteína expresada en diferentes tipos de 
células tras la exposición a IFNα- actuaría como ligando fisiológico de ILT7111. CD317 
también se expresa en numerosos tumores162, lo cual hace pensar que este podría ser 
un mecanismo utilizado por las células tumorales para evitar la activación de CDp que 
infiltran el tejido neoplásico y así, escapar de la vigilancia antitumoral. 
A pesar de que la CDp representa una población celular minoritaria en sangre y 
en los tejidos linfoides, su gran potencial para producir IFNα, no solo en respuesta a virus 
y bacterias sino también en respuesta a antígenos propios, hace que se haya sugerido 
su posible participación en la generación de respuestas de autoinmunidad57,68,163. De 
hecho, la producción incontrolada de IFNα por parte de la CDp se ha involucrado en la 
patogenia de algunas enfermedades autoinmunes e inflamatorias, entre las que se 
incluyen el lupus eritematoso sistémico164,165 y la psoriasis166. En ambas enfermedades, la 
activación de las CDp podría ser debida a la conversión (aberrante) de ácidos 
nucleicos propios en ligandos de TLR7/9, mediante la formación de inmunocomplejos, 
la unión a péptidos microbianos, y otros mecanismos todavía sin identificar167,168. 
Además del efecto nocivo mediado por IFNα sobre los tejidos propios, la CDp se 
diferencia a CDp madura con capacidad de presentar antígenos y dirigir la respuesta 
T, amplificando potencialmente también el efecto adverso de la respuesta autoinmune 




en este grupo de enfermedades. Por otra parte, se cree que la CDp podría contribuir 
también a la cronificación de la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana 
(VIH), debido a una activación persistente y una producción incontrolada de IFN por 
parte de la misma169.  
Figura 4.- Regulación de la producción de IFN inducida por TLRs. La CDp expresa 
receptores que contienen motivos ITAM e ITIM, con un papel importante en la regulación 
de las respuestas inducidas por TLR7 y TLR9; ambos receptores se activan por una gran 
variedad de estímulos tanto exógenos como endógenos que llevan a la secreción de 
IFN. La activación a través de los receptores FcRII, FcRI, ILT7, BDCA2 y NKp44, cuya 
señalización está mediada por motivos ITAM, y DCIR inhibe la producción de IFN, 
mientras que CD300a promueve su activación. 
 
Tal como hemos mencionado anteriormente en esta introducción, con el fin de 
evitar los efectos perjudiciales y la producción continuada de IFN, la CDp expresa en 
su membrana receptores cuyo objetivo es atenuar o inhibir la respuesta inducida por 
TLR. La unión de los respectivos ligandos a estos receptores favorece la función 
presentadora de la CDp, al mismo tiempo que disminuye su capacidad para producir 
IFN116, representando así estas moléculas, dianas terapéuticas interesantes a la hora de 




controlar procesos de autoinmunidad y el rechazo de injertos. De acuerdo con esta 
hipótesis, un trabajo reciente ha demostrado el potencial terapéutico de un anticuerpo 
monoclonal frente a BDCA2 (24F4A) que induce la internalización de este receptor y la 
inhibición de la producción de IFNα por parte de la CDp activada vía TLR7/9, tanto en 
modelos in vitro de CDp de SP de sujetos sanos y de pacientes con lupus eritematoso 
sistémico, como en un modelo de tratamiento in vivo en monos170. Esta terapia tendría 
la ventaja de que no conlleva la depleción de CDp170, que a su vez afectaría también 
la inmunidad anti-viral.  
1.5.2.2 Tolerancia inmune 
La CDp podría constituir una de las poblaciones de CDs candidata a generar 
tolerancia inmune periférica95-97, ya que en su estado inmaduro posee una baja 
capacidad para inducir la proliferación de células T19,140. De hecho, la CDp es capaz de 
suprimir de forma indirecta la respuesta T, entre otros mecanismos, mediante la 
inducción de anergia o la deleción clonal de linfocitos T activados por antígeno, y a 
través de la inducción de linfocitos T reguladores (Treg)93,171. Se cree que tanto la CDp 
inmadura/no activada como la activada inducen la formación de linfocitos Treg 
mediante expresión de IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa)172 y de ICOSL (de las siglas en 
inglés de “ligando de la molécula coestimuladora”)173. 
Recientemente se ha sugerido además, que la CDp podría desempeñar también 
un papel relevante en la inducción de tolerancia central174. De acuerdo con esta 
hipótesis, la CDp recirculante podría presentar antígenos propios en el timo y contribuir 
a la inactivación y/o deleción de los precursores T autorreactivos93. Esta hipótesis se basa 
en la detección de CDp junto a linfocitos Treg (Foxp3+) en timo humano, y en que la 
activación de la CDp mediante CD40L (CD154) e IL3, promueve a su vez sobre los 
timocitos autólogos, el desarrollo de linfocitos Treg naturales Foxp3+ (nTreg)93. De forma 
similar, se ha descrito que la CDp tímica humana activada con CpG y linfopoyetina 
humana del estroma tímico (TSLP) también induce la generación de nTreg171. En ambos 
trabajos los linfocitos Treg inducidos por la CDp producen más IL10 y menos TGF-β que 




las células nTreg activadas por la CDc bajo las mismas condiciones93,171. Esto sugiere un 
efecto complementario de ambas subpoblaciones de CDs en el desarrollo de 
tolerancia central T. Ahora bien, todavía queda por confirmar que in vivo, la CDp 
promueva también la diferenciación de timocitos a nTreg. 
En la actualidad se cree que la CDp contribuye a generar un estado de tolerancia 
periférica de las células T que contribuiría a la tolerancia generada frente a antígenos 
de la dieta en la mucosa oral175 e intestinal176, a la tolerancia frente a órganos y tejidos 
trasplantados104, y a fomentar el escape de las células tumorales a la respuesta del 
sistema inmune102,177,178.  
En este sentido, cabe señalar que además de participar en la tolerancia inmune 
frente a proteínas propias “normales”, existen evidencias que demuestran que la CDp 
también podría participar en la inducción de tolerancia frente a proteínas 
tumorales102,177-179. Así, diferentes estudios sugieren que la CDp presente en el ambiente 
tumoral es una célula tolerogénica179, al estar presente en números muy significativos en 
el infiltrado inmune de diferentes tipos de cáncer como el melanoma, los tumores de 
cabeza y cuello, el cáncer de ovario y el cáncer de próstata, correlacionándose 
habitualmente dichos infiltrados de forma inversa con la supervivencia de los 
pacientes180,181. Hoy se sabe además que las CDp que infiltran el microambiente tumoral 
son mayoritariamente inmaduras102, de ahí que se piense que sean predominantemente 
inmunosupresoras o tolerogénicas. Por otra parte, en los últimos años se han encontrado 
evidencias de que en estos tumores, las células neoplásicas y el ambiente peritumoral 
conseguirían bloquear la respuesta anti-tumoral manteniendo a las CDp en un estado 
tolerogénico/inactivo182. Entre los mecanismos responsables de mantener a las CDp en 
ese estado se incluyen la secreción de prostaglandina E2 (PGE2) y TGF- β que inhiben 
de manera sinérgica la producción de IFNα y TNFα, además de inhibir la expresión de 
CD197, impidiendo así la migración de la CDp a los ganglios linfáticos de drenaje, y 
finalmente también la activación de linfocitos T específicos de tumor, como 
consecuencia del fallo en la presentación antigénica182,183. Además, la CDp una vez 
estimulada con PGE2 favorecería de forma indirecta, mediante la liberación de IL6 e IL8, 




la proliferación de las células tumorales, su migración e invasión, además de la 
angiogénesis tumoral183. Por todo ello, cabe plantear que la presencia de CDp en el 
ambiente peritumoral podría favorecer la progresión del tumor. Sin embargo, existen 
también estudios que plantean que la situación podría ser muy diferente si la CDp se 
activase de forma adecuada, ya que en tal caso podría desencadenar una respuesta 
inmune anti-tumoral, e incluso destruir activamente las células tumorales139, mediante 
por ejemplo, mecanismos de citotoxicidad mediada por TRAIL147.  
Ante los hallazgos anteriormente expuestos cabe plantear que la inhibición de los 
procesos que favorecen la infiltración del tumor por CDp inmaduras, o que contribuyan 
a promover la activación de las CDp del entorno peritumoral, constituyen potenciales 
dianas terapéuticas en la inmunoterapia del cáncer184,185. Un ejemplo del potencial 
efecto inmunógeno de las CDp en cáncer es el tratamiento de algunos tipos de tumores 
cutáneos malignos con agonistas de TLR7 como el Imiquimod178, capaces de inducir la 
activación de CDp, y cuyos resultados preliminares están siendo muy 
prometedores186,187.  
En resumen, la CDp es capaz de reconocer tanto antígenos exógenos como 
propios y responder a estos mediante un amplio abanico de reacciones que oscilan 
desde la activación, polarización y diferenciación de linfocitos T a células efectoras, a 
la inducción de tolerancia inmune. Esta variedad de funciones requiere de mecanismos 
de regulación estrictos, cuyo fallo desemboca en enfermedades, como ocurriría en 
algunos procesos tumorales e infecciones víricas (Figura 4). 
 
2. Neoplasia de célula dendrítica 
plasmocitoide blástica 
La neoplasia de precursores de célula dendrítica plasmocitoide es un subtipo de 
leucemia/linfoma muy poco frecuente -<1% de todas las leucemias mielobásticas 




agudas (LMA)188- y clínicamente muy agresivo189-193. Hoy se conoce que las células 
tumorales de pacientes con neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide presentan, 
desde el punto de vista de su ontogenia, muchas similitudes con las células normales de 
línea de CDp, tanto desde el punto de vista morfológico194 y fenotípico195,196, como 
molecular194,197,198 y funcional195,199. 
Pese a que el origen celular de la neoplasia de CDp se conoce desde hace 
relativamente poco tiempo195,200, con anterioridad se habían descrito numerosos casos 
aislados y series relativamente cortas de pacientes clasificados en distintos subtipos de 
leucemias y linfomas que hoy sabemos se correspondían con neoplasias de precursores 
de CDp. En este sentido, la nomenclatura de esta entidad ha variado repetidamente a 
lo largo de los años, en función de la información que se ha ido adquiriendo sobre la 
enfermedad, la expresión de la molécula de adhesión CD56, y el tropismo de las células 
tumorales por la piel189,201-204. Debido precisamente a que las células tumorales expresan 
casi de forma sistemática CD56, en ausencia de marcadores específicos de línea 
mieloide o linfoide B y T, su origen se asoció a la línea NK. Así, esta neoplasia se ha 
denominado “linfoma blástico de células NK”, “leucemia de células natural killer CD4+ 
agranular”, o “leucemia/linfoma blástico natural killer”, constituyendo esta 
denominación la terminología propuesta en la clasificación de la Organización Mundial 
de la Salud (OMS) de 2001ref.202. A partir de esta fecha, a raíz de la publicación de las 
primeras evidencias que apuntaban a que su origen podría estar en un precursor de 
CDp y no de célula NK, se utilizó una terminología más descriptiva para referirse a esta 
enfermedad, como “neoplasia agranular hematodérmica CD4+/CD56+”, hasta que 
finalmente se corroboró su origen en una CDp200, momento a partir del cual se pasó a 
emplear su actual denominación: neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica 
(NCDPB).  
El primer caso de NCDPB referido en la literatura fue descrito en 1994 por Adachi 
et al. quienes observaron que las células tumorales de un paciente con un linfoma 
cutáneo CD4+ expresaban CD56 de forma intensa205. Pese a que en 1999 Lucio et al. 
describen por primera vez un caso de linfoma cutáneo CD4+ que refleja las 




características fenotípicas de la CDp de SP, y que en 2005 en la clasificación de los 
linfomas cutáneos de la OMS/EORTC pasa a recomendarse la sustitución del término 
“linfoma blástico de células natural killer” por el de “neoplasia hematodérmica 
CD4+/CD56+”, sugiriéndose además que el origen de esta neoplasia podría estar en un 
precursor de CDp189,195,196, no ha sido hasta la clasificación más reciente de la OMS de 
2008 de los tumores hematopoyéticos y de tejidos linfoides, cuando se ha considerado 
a esta neoplasia como una entidad independiente y bien definida157. Tras la 
confirmación de que su origen procede de una célula comprometida a línea de célula 
dendrítica plasmocitoide, este tumor recibe la denominación de neoplasia de célula 
dendrítica plasmocitoide blástica (NCDPB)157. 
2.1. Características generales 
La NCDPB se clasifica según la OMS dentro del grupo de leucemias 
mieloblásticas agudas y otras neoplasias relacionadas de precursores mieloides, 
posiblemente debido al postulado origen mieloide de la CDp normal197, y al hecho de 
que con cierta frecuencia se ha asociado esta neoplasia con síndromes 
mielodisplásicos (SMD)189,206 y/o LMA de línea mielomonocítica189,207-209. Incluso, en estos 
pacientes se ha sugerido la posibilidad de la existencia de una mutación inicial en un 
precursor común207. Sin embargo, estas entidades (NCDPB y LMA o SMD) son claramente 
diferentes, como se ha comprobado posteriormente a nivel genético/molecular197,198. 
En la actualidad sigue sin esclarecerse la patogenia de la NCDPB. En este 
sentido, no existe evidencia de una relación directa o indirecta con infección por el virus 
de Epstein-Barr, ni con otros virus, o con otros factores etiológicos bien definidos, a 
excepción de su frecuente asociación con SMD189,206; en base a este último hallazgo se 
ha sugerido la posibilidad de que la NCDPB y los SMD puedan compartir factores 
patogénicos157.  
Desde el punto de vista epidemiológico, se trata de una neoplasia muy poco 
frecuente y de claro predominio en varones (cociente varón/mujer de 3:1)157,189,190,210. 




Afecta principalmente a pacientes de edad avanzada (>65 años)157,189,190,210 aunque 
puede aparecer a cualquier edad, incluso en la infancia211,212. 
Clínicamente se comporta como una enfermedad muy agresiva, de pronóstico 
nefasto con los tratamientos convencionales empleados en la actualidad. Con 
frecuencia los pacientes debutan con lesiones cutáneas y/o otros signos/síntomas de 
infiltración extramedular, asociados o no a citopenias periféricas (sobre todo anemia y 
trombopenia) y otras manifestaciones característicamente relacionadas con la 
infiltración de MO y SP por las células tumorales157; aun así habitualmente no suelen referir 
afectación del estado general145,196,213. En algunos casos, el cuadro clínico no es tan 
florido al inicio de la enfermedad, existiendo incluso formas asintomáticas en las que en 
el momento del diagnóstico solo se evidencia la presencia de lesiones cutáneas, en 
ausencia de clínica sistémica189,190. No obstante, invariablemente la neoplasia progresa 
y termina mostrando un curso clínico maligno145,157,204. En el momento actual se 
desconoce qué factores o circunstancias condicionan las diferentes formas clínicas de 
presentación; tampoco ha sido posible identificar los factores pronósticos que 
determinan la evolución de la enfermedad214,215. En cualquier caso, como se detalla 
más adelante en la sección 2.5., aunque la tasa de respuestas completas al tratamiento 
es elevada, los pacientes generalmente recaen, observándose con frecuencia en esta 
fase de recaída, afectación extramedular seguida de una fase leucémica fulminante y 
resistente al tratamiento, que acaba con la vida del paciente157. 
El diagnóstico actual de la NCDPB se basa en las características clínicas de la 
enfermedad y el aspecto morfológico/inmunohistoquímico, fenotípico y, menos 
frecuentemente, genético de las células tumorales157. Al diagnóstico, el estudio 
histopatológico e inmunohistoquímico, con relativa frecuencia, se lleva a cabo en 
biopsias de las lesiones cutáneas, en las que las células tumorales muestran un aspecto 
pleomórfico, con un tamaño celular variable, de pequeño a grande, y núcleo 
redondeado u oval, siendo la cromatina del núcleo fina y de aspecto blástico210. El 
citoplasma es ligeramente basófilo y agranular, pero muestra una estructura 
heterogénea con un anillo o “collar de perlas” de microvacuolas debajo de la 




membrana citoplasmática189,213. A su vez, las células tumorales presentes en la MO 
muestran unas características morfológicas similares a las descritas en la piel190. La 
confirmación diagnóstica se realiza mediante la caracterización inmunofenotípica de 
las células tumorales por citometría de flujo (CMF), facilitada sobre todo cuando existe 
afectación leucémica periférica y/o medular190,216. A pesar de los avances alcanzados 
desde la publicación de los primeros casos de NCDPB, el diagnóstico 
genético/molecular de esta neoplasia sigue siendo difícil, al carecer de alteraciones 
genéticas recurrentes o de otros marcadores moleculares específicos217,218. 
Todo ello, unido a que con relativa frecuencia las características clínicas y el 
aspecto morfológico y fenotípico de las células tumorales se solapan con las de otras 
hemopatías malignas, hace que el diagnóstico de esta entidad siga estando basado 
en criterios relativamente variables y diversos215,219,220. Esto conlleva que se planteen 
problemas de diagnóstico diferencial sobre todo con la LMA y otras neoplasias mieloides 
(como la leucemia mielomonocítica crónica o el sarcoma mieloide)157, pero también 
con neoplasias linfoides como los linfomas T cutáneos o la leucemia linfoblástica aguda 
(LLA), especialmente en las formas con presentación cutánea y en niños, 
respectivamente192. 
2.2. Formas de presentación y características clínicas 
La forma de presentación más habitual de la enfermedad (>80% de los casos) se 
asocia con la aparición de lesiones cutáneas asintomáticas, que suelen ser motivo de 
consulta. Se trata habitualmente de nódulos violáceos (la variante más frecuente), o de 
placas o infiltrados que se asemejan a hematomas, ya sean solitarios o múltiples221 
(Figura 5), que pueden localizarse en casi todos los territorios (cabeza, tronco y 
extremidades superiores e inferiores)190,193,198. Al microscopio óptico se observa 
infiltración dérmica por células de aspecto blástico (formas inmaduras) con 
características de CDp208,221. Dicho infiltrado no suele afectar la epidermis, aunque 
ocasionalmente puede extenderse hasta la grasa subcutánea222,223. Si bien el primer 




signo de la enfermedad suele ser la aparición de lesiones cutáneas, la diseminación 
leucémica ocurre en la práctica totalidad de los casos a medida que progresa la 
enfermedad; de esta forma, la SP, MO y ganglios linfáticos, suelen verse afectados ya al 
diagnóstico en una proporción elevada de los pacientes (entre 50% y 96%)157,190-192. No 
obstante, pese a la frecuente infiltración cutánea, hay que tener en cuenta que la 
ausencia de lesiones cutáneas no descarta el diagnóstico de NCDPB, ya que hasta la 
mitad de los casos documentados debutan directamente con una fase leucémica, tras 
la que puede aparecer o no afectación de piel192,224.  
Figura 5.- Imágenes representativas de las distintas formas de presentación cutánea 
asociadas a NCDPB. Paciente con un nódulo aislado (A), Julia et al. 2013ref.221; paciente 
con lesiones diseminadas (B), Cota et al. 2010 ref.222. 
 
 
Debido a su forma de presentación predominante con lesiones cutáneas 
(múltiples o solitarias), el primer médico especialista consultado suele ser el dermatólogo, 
al que puede pasarle inadvertido el componente hematológico asociado a esta 
enfermedad. Esto puede conllevar un retraso en el diagnóstico correcto del mismo, 
hasta que se evidencien otros síntomas asociados a la progresión de la neoplasia. 
En el momento del diagnóstico suele observarse también la presencia de 
adenopatías (49%), esplenomegalia (34%), hepatomegalia (30%)190,192,196, afectación del 
sistema nervioso central (10%)192,196,221 y, en menor medida (≤4% de los casos), afectación 
de tejidos blandos, pulmón, amígdala, riñón, hueso, corazón, líquido pleural, mama y 




órganos sexuales secundarios192,196. En los pocos casos descritos en los que se ha 
realizado autopsia, se observa afectación multiorgánica, lo cual demuestra la gran 
capacidad de diseminación de las células tumorales a múltiples tejidos y órganos225,226. 
De forma específica, la afectación del sistema nervioso central (SNC) se ha 
referido en alrededor del 10% de los pacientes ya en el momento del 
diagnóstico189,190,192,221; no obstante, este porcentaje se eleva hasta más de un 30% en la 
recaída189,192. Por este motivo, varios estudios han recomendado la administración 
profiláctica en estos pacientes de medicación dirigida de forma específica a combatir 
la enfermedad meníngea189,192,211. La elevada tasa de recaída en SNC es similar a la de 
la LLA227, en la que la administración de profilaxis para evitar la infiltración 
neuromeníngea se realiza de forma sistemática, debido a la conocida tendencia de los 
linfoblastos a infiltrar el SNC. Pese a todo lo anterior, en la actualidad seguimos sin 
disponer de datos fiables en relación con la frecuencia real de casos diagnosticados de 
NCDPB que presentan infiltración oculta y/o evidente del SNC al diagnóstico, ya que no 
se realizan de forma sistemática en estos pacientes estudios de imagen o de líquido 
cefalorraquídeo, de manera que no es hasta la aparición de sintomatología 
neurológica cuando se procede a su evaluación221,226.  
2.3. Características fenotípicas 
Ante la sospecha de una NCDPB debe realizarse estudio inmunofenotípico para la 
confirmación del diagnóstico de la enfermedad. Esto es debido a que el 
inmunofenotipado (en especial por CMF) resulta la aproximación más sensible y 
específica para el diagnóstico de la enfermedad190,216. El fenotipo típico de las células 
tumorales de la NCDPB se corresponde habitualmente con el de células 
hematopoyéticas inmaduras (CD45+débil) que coexpresan CD4+, CD56+, HLA-DR++ y 
CD123+/++, en ausencia de positividad para marcadores específicos de línea de 
granulocito neutrófilo (mieloperoxidasaneg), monocitaria (CD64neg, CD14neg) y linfoide T y 
B (CD3neg, CD19neg)188,189,192. La intensidad de expresión de CD123 evaluada por CMF 




resulta especialmente útil como criterio diagnóstico debido a que permite discriminar 
esta entidad de otras hemopatías malignas217 (Figura 6), especialmente cuando se 
acompaña de la expresión intensa de HLA-DR y del perfil fenotípico característico para 
los marcadores anteriormente referidos.  
Figura 6.- Niveles de expresión de CD123 en NCDPB frente a otros subtipos de 
hemopatías malignas (leucemias agudas). Análisis comparativo de los niveles de 
expresión de CD123 entre NCDPB típicas (), NCDPB atípicas (NCDPBa) () y LMA 
(leucemia mieloblástica aguda) , LLA-B (leucemia linfoblástica aguda de precursores 
B)  , LLA-T (leucemia linfoblástica aguda T)  y leucemia aguda indiferenciada (LAI) . 
Las líneas horizontales representan la mediana observada para cada grupo. RIMF:  ratio 
entre la intensidad media de fluorescencia de CD123 y el control isotípico; *p<0.0001, 
NCDPB vs. otras leucemias; ∞p=0.25, NCDPB vs. LAI; #p≤0.005 NCDPBa vs. LMA, LLA-B y 
LLA-T). Tomado de Garnache-Ottou et al., 2009ref.217 
 
 
Además, los anticuerpos monoclonales anti-CD303 (BDCA2) y CD304 (BDCA4) 
producidos por Dzionek et al en el año 2000ref.18 resultan también de gran utilidad a la 
hora de confirmar el diagnóstico de NCDPB. De ambos marcadores, resulta 
especialmente útil CD303, ya que es altamente específico de CDp normales y tumorales 
maduras112,217,228. Sin embargo, su expresión depende del estadio madurativo de la CDp, 
encontrándose habitualmente disminuida en aquellos casos con presentación 
medular/leucémica112,229. Por otro lado, a pesar de que la expresión de CD303 orienta 




claramente el diagnóstico hacia una NCDPB, su ausencia no lo descartaría, ya que en 
≈35% de los casos las células tumorales carecen de este marcador192,217,220. Igual que 
ocurre con CD303, CD2AP citoplasmático es un marcador específico de línea de CDp 
que se detecta en la mayoría (>80%) de las NCDPB156,192; al tratarse de un marcador 
selectivo de CDp resulta especialmente útil en el diagnóstico diferencial de esta 
entidad, aunque por el momento su uso prácticamente se restringe a análisis 
inmunohistoquímicos. Por el contrario, CD304 no es específico de las NCDPB, ya que 
también se expresa en los blastos de aproximadamente la mitad de las LLA de 
precursores B230,231 y en algunas LMA232. La detección intracitoplasmática de niveles 
elevados del proto-oncogén Tcl1 por CMF resulta también de gran utilidad para apoyar 
el diagnóstico de NCDPB, ya que ninguna otra leucemia aguda lo expresa con tanta 
intensidad233; sin embargo, al igual que ocurría con otros marcadores anteriormente 
citados, Tcl1 no es un marcador específico de malignidad, ya que también lo expresan 
las CDp normales y reactivas209. Otros marcadores específicos de la CDp normal como 
CD85g (ILT7), no se detectan en la mayoría de las NCDPB, ni tampoco en líneas celulares 
derivadas de estas, por lo que no constituyen buenos marcadores diagnósticos233.    
Además del patrón fenotípico descrito, las células tumorales de la NCDPB 
expresan con relativa frecuencia CD43, CD45RA, CLA, NG2, TdT y CD38, mientras que 
suelen ser negativas para CD34157,208,216. En este sentido, algunos autores llegan a 
considerar la positividad para CD34 como un marcador de exclusión de NCDPB189,217, 
aspecto que no ha podido ser corroborado en otras series en las que se han descrito 
casos aislados en los que las células tumorales expresan (parcialmente) CD34207,234. 
Pese a lo anteriormente descrito, actualmente se reconoce que una fracción de 
las NCDPB presentan un perfil inmunofenotípico atípico, llegando estos casos a 
representar hasta una tercera parte de todos los pacientes235. Así, se han descrito casos 
de NCDPB cuyas células tumorales carecen de expresión de CD56236 y/o CD4235, sin que 
estos hallazgos invaliden el diagnóstico de NCDPB. Además, actualmente se reconoce 
que las células tumorales de la NCDPB pueden expresar marcadores clásicamente 
asociados a la línea mieloide (CD13, CD33, CD36, CD117) o linfoide (CD2, CD7, CD22, 




CD79a y TdT, entre otros)217,237, lo que ha suscitado nuevas dudas sobre el origen 
mieloide vs. linfoide de este precursor. La interpretación adecuada de la 
heterogeneidad fenotípica de las NCDPB y de la aparente infidelidad de línea de las 
células tumorales, asociada a la frecuente coexpresión de marcadores mieloides y 
linfoides, requiere de un conocimiento detallado de los cambios fenotípicos asociados 
a la maduración de los precursores normales de CDp, aspecto muy poco conocido en 
el momento actual.  
Debido precisamente a la heterogeneidad fenotípica descrita, unida a la falta 
de marcadores específicos de CDp en una elevada proporción de NCDPB, esta entidad 
puede llegar a confundirse con otras hemopatías malignas como la LMA, LLA o linfomas 
T que, pese a tener un origen celular distinto, pueden mostrar infiltración cutánea por 
células tumorales que expresan también CD56 y/o CD4157,192. 
2.4. Características genéticas y moleculares 
En el momento del diagnóstico, dos tercios de los pacientes que presentan 
NCDPB muestran alteraciones genéticas, habitualmente en el contexto de “cariotipos 
complejos”157,189,238. En la actualidad se reconocen seis alteraciones cromosómicas 
recurrentes, aunque ninguna es específica ni permite asegurar el diagnóstico de la 
enfermedad218, al detectarse también en otras neoplasias mieloides y linfoides. Estas 
alteraciones recurrentes incluyen alteraciones a nivel de las regiones cromosómicas 
5q21 o 5q34 (72% de los casos), 12p12 (64%), 13q13-21 (64%), 6q23-qter (50%), 15q (43%) 
y la monosomía del cromosoma 9 (28%)194,218,239. Mediante estudios de arrays de 
hibridación genómica comparada (de sus siglas en inglés, CGH) se han encontrado 
cuatro regiones frecuentemente delecionadas en las células tumorales de estos 
pacientes a nivel de las regiones cromosómicas 9p21.3 (CDKN2A/CDKN2B), 13q13.1-
q14.3 (RB1), 12p13.2-p13.1 (CDKN1B) y 13q11-q12 (LATS2), observándose pérdidas 
bialélicas, o múltiples deleciones heterocigóticas en más del 90% de los casos 
estudiados198,240,241. Merece destacar que en la NCDPB no suelen encontrarse 




translocaciones que involucren al gen MLL, a pesar de la frecuente expresión de la 
proteína NG2 en la membrana de las células tumorales de estas neoplasias242. 
Mediante estudios de perfiles de expresión génica se ha demostrado que la vía 
del factor nuclear κB, y dos de sus dianas (Bcl2 e IRF4) están frecuentemente activadas 
de forma característica en la NCDPB197. En este sentido, se ha podido comprobar 
también que el inhibidor de proteasoma bortezomib y un inhibidor selectivo de NF-κB, 
son capaces de inducir parada del ciclo celular y apoptosis en la línea celular de NCDPB 
CAL-1197. A nivel molecular, Menezes et al. secuenciaron el exoma completo de tres 
pacientes con NCDPB; de acuerdo con los resultados que obtuvieron realizaron una 
resecuenciación dirigida a identificar mutaciones en 38 genes seleccionados en 25 
muestras243. Así, encontraron mutaciones recurrentes en los genes TET2 (36%), ASXL1 
(32%), NPM1 (20%), NRAS (20%), IKZF1 (20%), IKZF1-3 (20%), ZEB2 (16%), HOXB9 (4%), y 
UBE2G2 (4%). Al correlacionar estos hallazgos con los datos clínicos de la enfermedad, 
estos autores observaron que los pacientes con mutaciones en vías de metilación del 
ADN tenían una supervivencia significativamente más corta (11 meses vs. 79 meses)243.  
Otros estudios han identificado también mediante ultrasecuenciación del exoma 
completo la presencia de gran número de mutaciones genéticas previamente descritas 
en otras hemopatías malignas, y que involucran a genes como TET2 (57% de los 
casos)216,244, TP53 (14%)244, y ASXL1 (28%), además del gen ZRSR2 (57% de los 
pacientes)245. Este último gen -ZRSR2- es uno de los pocos genes que escapan a la 
inactivación del cromosoma X en mujeres, expresándose tanto el alelo materno como 
el paterno, hallazgo que ha hecho pensar que la razón por la que la NCDPB -al igual 
que ocurre en los síndromes mielodisplásicos- afecta mayoritariamente a varones se 
debería a que en los hombres sería necesaria una única mutación, mientras que en las 
mujeres se necesitaría una alteración bialélica246. Aunque las mutaciones de TET2 y TP53 
sugieren la existencia de una relación genética entre la NCDPB y numerosas neoplasias 
mieloides, donde ambas alteraciones se observan con relativa frecuencia238,247, las 
neoplasias de CDp carecen de otras mutaciones recurrentes características de las 
LMA238.  




Tabla 2: Alteraciones genéticas recurrentes detectadas en NCDPB 
Citogen: citogenética convencional, ND: no se aportan datos, aHGC: arrays de hibridación genómica 
comparada, PEG: perfil de expresión génica, SAR: secuenciación masiva, STE: secuenciación del exoma 
completo, SD: secuenciación dirigida (adaptado de Ríaz et al. 2014ref. 214).  
De forma similar, también se han descrito en la NCDPB alteraciones 
genéticas/moleculares específicas de numerosos genes que no se encuentran 
habitualmente afectados en otras hemopatías malignas, incluyendo genes de proteínas 
involucrados en la neurogénesis, y que se expresan de forma intensa en células 
neuronales198. Asimismo, en un estudio reciente basado en técnicas de 
ultrasecuenciación masiva, se han buscado mutaciones en los 50 genes más 
comúnmente alterados en cáncer, en muestras de pacientes con NCDPB238. Los 
resultados de este estudio muestran alteraciones recurrentes en cuatro de estos 50 
genes: NRAS, IDH2, APC y ATM. Cabe señalar en este contexto que las mutaciones de 
los genes RAS y ATM se detectaron en 58% de los casos, distribuyéndose ambas de forma 
mutuamente excluyente. Estos hallazgos sugieren, por tanto, que dentro de la NCDPB 
podrían existir también subgrupos genéticos diferentes y bien definidos238. 
En conjunto, los hallazgos genéticos y moleculares descritos hasta la fecha en 
pacientes con NCDPB, confirman la heterogeneidad de este grupo de hemopatías, 
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general complejas e inespecíficas, que reflejan la existencia de una desregulación 
de varias vías, recogidas a modo de resumen en la tabla 2. 
2.5. Tratamiento 
2.5.1. Tratamiento actual de la NCDPB 
Actualmente no existe ningún protocolo de tratamiento específico para pacientes 
con NCDPB, y debido a su baja frecuencia de presentación189,190,192, son pocos los 
ensayos clínicos prospectivos que hayan podido evaluar de forma fiable la superioridad 
de una pauta de tratamiento frente a otra. En nuestro conocimiento, en este momento 
solo se encuentran en vigor, y aún en fase de reclutamiento de pacientes, dos ensayos 
clínicos en los que se pretende evaluar en NCDPB la eficacia de conjugados anticuerpo-
fármaco, a los que nos referiremos de forma más detallada más adelante (sección 
2.5.3.). 
Durante años, debido a la gran diversidad de formas de presentación clínica de 
la enfermedad (p. ej. tumor cutáneo aparentemente indolente vs. leucemia y linfoma) 
y a la dificultad diagnóstica asociada a la gran variabilidad de la edad de los pacientes 
y su estado general, los tratamientos administrados a pacientes con NCDPB han sido 
también muy heterogéneos, tanto en cuanto a los objetivos a alcanzar, como en lo que 
a fármacos/pautas terapéuticas se refiere. Así, habitualmente el tratamiento de estos 
pacientes en las series publicadas incluye, desde tratamiento sintomático o local (p. ej. 
radioterapia local de lesiones cutáneas aisladas), hasta regímenes de poliquimioterapia 
y quimioterapia intensiva seguidos de TAPH248,249. 
Los regímenes poliquimioterápicos empleados en la fase de tratamiento de 
inducción a la remisión en las NCDPB han sido asimismo muy dispares, 
correspondiéndose en general con protocolos establecidos para otros subtipos de 
hemopatías malignas190,192,214,250. En este sentido, la elección del protocolo concreto a 
administrar en cada paciente con NCDPB se basa fundamentalmente en criterios 
clínicos, de forma que, en función de las características de cada caso, se han venido 




administrando regímenes convencionales empleados para el tratamiento de: a) 
linfomas no Hodgkin (LNH) y que suelen incluir ciclofosfamida, adriamicina, vincristina y 
prednisona (CHOP o tipo CHOP); b) protocolos característicos de LMA, basados en 
inducción con idarubicina, doxorrubicina y etopósido, o; c) protocolos administrados 
generalmente a pacientes con LLA de alto riesgo, consistentes en la combinación de 
vincristina, daunorubicina, L-asparaginasa y prednisona o dosis hiperfraccionadas de 
ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y dexametasona en combinación con 
metotrexate y citarabina (hiperCVAD)190,192,214,250. En este contexto, cabe señalar que la 
mayoría de los protocolos internacionales más recientes para el tratamiento de adultos 
con LLA incluyen tratamiento profiláctico de enfermedad meníngea o del SNC251-253; 
esto se debe a que en la LLA, la frecuencia de recaídas en el SNC ha disminuido de 
forma drástica tras la utilización sistemática de esta estrategia de profilaxis 
neuromeníngea227,254. A nivel del SNC, el tratamiento de la enfermedad leptomeníngea 
se basa en la administración de quimioterapia intratecal con antimetabolitos 
(metotrexate y citarabina solos o en combinación con glucocorticoides solubles)253,255 o 
en formulaciones de liberación prolongada –citarabina (AraC) liposomal256-, ya que la 
mayoría de los agentes quimioterápicos utilizados en los tratamientos sistémicos no son 
capaces de atravesar la barrera hematoencefálica por su elevado peso molecular. Más 
recientemente, se han introducido protocolos que incluyen antimetabolitos sistémicos 
(AraC o metotrexate) administrados a altas dosis con capacidad de pasar la barrera 
hematoencefálica, de modo similar al tratamiento administrado en pacientes con LNH-
B agresivos257,258.  
2.5.2. Respuesta al tratamiento y supervivencia 
La respuesta a los tratamientos de quimioterapia intensiva referidos anteriormente 
es en general excelente, ya que la gran mayoría de los pacientes (≈80%) alcanza 
remisión completa tras tratamiento de primera línea con intención curativa189-191, 
independientemente del protocolo administrado. Desgraciadamente la respuesta 
completa no es duradera, ya que invariablemente se produce una recaída rápida de 




la enfermedad (en piel, tejidos blandos, y SNC y/o recaída sistémica) tras una mediana 
de ≈8 meses189,193,215,240. En la fase de recaída de la enfermedad, los pacientes 
desarrollan quimioresistencia209,259 y dejan de responder, tanto a la terapia inicial como 
a protocolos de segunda línea, lo que desemboca en una fase leucémica fulminante y 
terminal, que acaba con la vida del paciente157,189. Esto se traduce en medianas de 
supervivencia cortas, generalmente inferiores a un año190-192,240, independientemente de 
la forma de presentación de la enfermedad189,190,192.  
A pesar de todo lo anterior, cabe señalar que se ha observado una evolución más 
favorable entre pacientes tratados con regímenes de tipo LLA de alto riesgo vs. LMA o 
LNH189,190,211, por lo que la mayoría de las series más recientes apoyan el uso de esta 
modalidad terapéutica, aun en ausencia de ensayos clínicos randomizados que 
confirmen de forma definitiva el beneficio de la misma. En este sentido cabe señalar 
que, aunque la superioridad del tratamiento tipo LLA de alto riesgo es evidente, esto 
podría ser debido a que las respuestas favorables observadas en este tipo de 
tratamiento se han descrito principalmente en pacientes pediátricos211,212, en los que la 
enfermedad suele presentarse en su forma leucémica, en ausencia de afectación de 
la piel. Por todo ello, está aún por aclarar si el aparente efecto beneficioso del 
tratamiento es independiente o no de la edad y de la forma de presentación de la 
enfermedad.  
Por otra parte, también se ha descrito una tasa de respuesta más favorable en 
pacientes sometidos a TAPH215,248,249,260. De hecho, la única opción que de forma 
sistemática ha demostrado asociarse a una supervivencia alargada de los pacientes 
con NCDPB, y a un mejor control de la enfermedad a largo plazo, es la del TAPH193,248, 
sobre todo si este se realiza en primera remisión completa y tras la administración de 
regímenes de acondicionamiento mieloablativo248. Sin embargo, esta opción no resulta 
factible en un porcentaje significativo de pacientes, debido a que la enfermedad suele 
presentarse en sujetos de edad avanzada y en asociación con importantes 
comorbilidades, además de no estar exenta de toxicidad, e incluso de la posterior 
recaída de la enfermedad, que llega a observarse en alrededor de un tercio de los 




casos trasplantados248,260. En el momento actual, sigue sin aclararse si la eficacia del 
TAPH se debe al efecto injerto contra leucemia, o simplemente a la intensidad de los 
regímenes mieloablativos administrados de forma previa al trasplante, ya que también 
se han observado supervivencias más largas en enfermos que han recibido trasplante 
autólogo193,259,260. En el caso de los pacientes pediátricos no se recomienda el TAPH en 
primera remisión completa, ya que se ha observado que los niños tratados con 
protocolos tipo LLA de alto riesgo y profilaxis del SNC en la inducción, presentan mejor 
pronóstico que los adultos; en este sentido, en los pacientes pediátricos se considera 
que el TAPH debería contemplarse en 2ª remisión (completa), o ante la ausencia de una 
respuesta completa211.  
2.5.3. Nuevos tratamientos dirigidos a la NCDPB 
Recientemente se ha producido un nuevo fármaco (SL-401)261 dirigido de forma 
específica al tratamiento de la NCDPB y que se encuentra en evaluación en un ensayo 
clínico de fase I (NCT02113982); se trata de una proteína de fusión recombinante, 
compuesta por la IL3 humana conjugada con la toxina de la difteria262, y cuya diana 
terapéutica es el receptor de la IL3 (CD123). Su mecanismo de acción consiste en la 
unión del dominio de la IL3 del SL-401 con su receptor, CD123; una vez unida la proteína 
a CD123, esta es internalizada, siendo el fragmento α de la toxina de la difteria 
traslocado al citosol. Como consecuencia se produce inactivación de la síntesis de 
proteínas y muerte celular por apoptosis263,264. El empleo de SL-401 para el tratamiento 
de la NCDPB se fundamenta en la expresión elevada de CD123 en la membrana de las 
células tumorales de estos pacientes, mientras que el fármaco no afectaría a las células 
stem hematopoyéticas normales265. 
  Aunque en general las CDp neoplásicas se caracterizan por mostrar una 
expresión intensa de CD123, se han descrito algunos casos en los que la expresión del 
receptor de IL3 no es tan elevada190,220, lo que podría traducirse en una menor respuesta 
del tumor al tratamiento. Por otra parte, CD123 también se expresa en células normales 
como los monocitos y los precursores mieloides inmaduros266, lo que podría llevar 




aparejado también efectos secundarios derivados de la posible toxicidad sobre estas 
poblaciones celulares normales.  
A pesar de los resultados prometedores obtenidos en un modelo de ratón con 
heteroinjerto de células de NCDPB humanas267  y la elevada tasa de remisiones obtenida 
en los ensayos clínicos con este nuevo fármaco261,268, por el momento, con este 
tratamiento, la supervivencia libre de recaída (mediana de 5 meses con un rango de 1 
a 20 meses) y la supervivencia global observadas in vivo, no han sido superiores a las 
descritas con otros tratamientos poliquimioterápicos convencionales261. Sin embargo, al 
tratarse de una terapia dirigida, potencialmente con mejor tolerancia que los 
tratamientos intensivos recomendados actualmente para esta neoplasia, su 
administración podría estar especialmente indicada en aquellos pacientes que no son 
candidatos a recibir regímenes poliquimioterápicos con elevada toxicidad. Asimismo, 
este nuevo tratamiento podría resultar beneficioso como tratamiento de segunda línea, 
cuando la enfermedad no responde a los tratamientos convencionales, e incluso en la 
recaída, si se comprueba que las células patológicas siguen expresando CD123 de alta 
intensidad y siguen siendo sensibles in vitro al tratamiento con SL-401267. Debido a estas 
características y a la falta de un tratamiento efectivo para la enfermedad, SL-401 ha 
conseguido la designación de medicamento huérfano para la NCDPB tanto en Estados 
Unidos como en Europa269. 
De forma similar a lo descrito para SL-401, en los últimos años se han producido 
también anticuerpos humanizados dirigidos frente a la cadena  α del receptor de la IL3 
(CD123)270, sin que por el momento se haya establecido ningún ensayo clínico 
específico en pacientes con NCDPB. En pacientes con LMA se ha demostrado que, pese 
a la unión específica del anticuerpo (CSL360) con CD123, este no induce actividad 
antileucémica en los pacientes, lo cual sugiere que el bloqueo funcional de CD123 
como estrategia terapéutica es insuficiente270. Por este motivo, en la actualidad se ha 
modificado su región Fc para que, además de neutralizar la señalización mediada por 
CD123, pueda también amplificar la citotoxicidad dependiente de anticuerpo 
mediada por las células NK CD16+ del propio individuo (ensayo clínico CSL362/JNJ-




56022473). En vista de los buenos resultados obtenidos en pacientes con LMA, el ensayo 
clínico en estos pacientes sigue adelante y podría empezar a testarse pronto en ensayos 
de fase II271,272.  
Una tercera molécula en fase de ensayo clínico en pacientes con NCDPB es el 
conjugado anticuerpo-fármaco lorvotuzumab+mertansina (ensayo clínico 
NCT02420873). Esta nueva molécula consta de un conjugado de un anticuerpo 
monoclonal humanizado anti-CD56 (lorvotuzumab) y un agente citostático 
(mertansina). En este caso, las células tumorales deben ser positivas para CD56, como 
ocurre en la mayoría de los pacientes con NCDPB. Aunque podría tratarse de un 
tratamiento prometedor, en la actualidad estamos a la espera de los primeros resultados 
preliminares.  
Cabe señalar que en los ensayos clínicos realizados en pacientes con NCDPB 
con ambas moléculas (SL-401 y lorvotuzumab+mertansina), la afectación (activa o mal 
controlada) del SNC constituye criterio de exclusión del ensayo. Dado que ninguno de 
los dos fármacos parece poder atravesar la barrera hematoencefálica, esta restricción 
limita de forma notable el empleo de estos tratamientos en pacientes en recaída, 





















La neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica (NCDPB) constituye una 
hemopatía maligna muy poco frecuente, caracterizada desde el punto de vista clínico 
por presentar habitualmente infiltración cutánea y un curso muy agresivo. Hace unos 15 
años se demostró que la contrapartida normal de esta leucemia es un precursor de 
célula dendrítica plasmocitoide, por lo que en la clasificación más reciente de la OMS 
de 2008 la NCDPB queda englobada dentro de las “leucemias mieloblásticas agudas y 
otras neoplasias relacionadas de precursores mieloides”. Tras su asignación a la línea de 
CDp, se establecieron inicialmente una serie de criterios diagnósticos fenotípicos 
requeridos para la definición de esta entidad. A falta de marcadores específicos de 
línea de CDp en la gran mayoría de los casos, el diagnóstico fenotípico se ha basado 
en un patrón característico de expresión de CD123++/HLA-DR++ en las células tumorales, 
junto a la coexpresión en las mismas de las moléculas CD56 y CD4, en ausencia de CD34 
y de los marcadores CD13 y CD33, entre otros. De forma característica además, estas 
células carecen de marcadores específicos de línea de granulocito neutrófilo, 
monocito, linfocito T y célula B (cyMPOneg, CD14neg, cyCD3neg, CD19neg). Pronto se 
comprobó que estos criterios fenotípicos resultaban muy restrictivos, al observarse que 
en algunos casos las células tumorales expresaban -aunque parcialmente- CD34, así 
como CD13, CD33, y otros marcadores mieloides y linfoides T y B; además, en algunas 
NCDPB las células tumorales carecían también de CD4 y/o de CD56. Esta 
heterogeneidad fenotípica de las células tumorales de pacientes con NCDPB, se refleja 
también en una elevada heterogeneidad genética y clínica, observándose formas de 
NCDPB localizadas en piel o incluso asintomáticas en un primer momento y formas de 
comportamiento “linfomatoso”, junto con otras de comportamiento “leucémico”. 
Debido a esta heterogeneidad clínico-biológica, y a la ausencia de marcadores 
fenotípicos o genéticos/moleculares específicos de esta entidad, en ocasiones el 
diagnóstico diferencial entre NCDPB y otras hemopatías malignas representa un 
verdadero reto, pudiendo llegar a confundirse la NCDPB con otras hemopatías agudas, 
sobre todo con la leucemia mieloblástica aguda y otras hemopatías mieloides, pero 
también con neoplasias linfoides como el linfoma T/NK extranodal tipo nasal y otros 




linfomas de células T maduras, en los que las células tumorales suelen infiltrar la piel y 
expresar CD4 y/o CD56.  
En la mayoría de las hemopatías malignas, incluidas las neoplasias de células B y 
T y la leucemia mieloblástica aguda, la identificación y clasificación de la enfermedad 
se apoya en gran medida en el conocimiento de su contrapartida celular normal. Esto 
es debido a que buena parte de las características y del comportamiento biológico de 
la célula tumoral se asemeja a las de su contrapartida normal, en lo que a la línea celular 
y estadio madurativo se refiere273-275.  
En el momento de iniciar este trabajo de tesis doctoral no se disponía de un 
modelo de referencia de contrapartida celular normal de la NCDPB, identificado como 
el precursor de CDp humana. La identificación en la MO de adultos sanos, dentro del 
compartimento de células CD34+, de precursores claramente comprometidos a línea 
de CDp, y la subsiguiente caracterización fenotípica y funcional de los distintos estadios 
madurativos desde este precursor medular hasta la CDp más madura de SP, constituiría 
por tanto un marco de referencia fundamental a la hora de definir de forma más precisa 
los criterios diagnósticos de NCDPB, y de interpretar mejor la heterogeneidad fenotípica 
de esta entidad. A su vez, el comportamiento clínico variable de la NCDPB podría estar 
condicionado por el grado de maduración del precursor de CDp en el que tiene origen 
el tumor, al igual que se ha observado en otras hemopatías. Para poder confirmar esta 
hipótesis resulta fundamental la comparación de las características de la CDp tumoral 
con las de los precursores normales de la MO en diferentes estadios de maduración. En 
caso de observarse una correspondencia entre ambas, las características del precursor 
normal de CDp de MO podrían aplicarse para clasificar la NCDPB, en función del grado 
de diferenciación en el que se encuentra detenida la célula tumoral, pudiendo este 
además, condicionar el comportamiento clínico (e incluso pronóstico) de la 
enfermedad.  
Además de su posible relación con el estado de maduración de las células 
tumorales, el mal pronóstico general de los pacientes con NCDPB podría depender 
también de otros factores, como el patrón de diseminación de las células tumorales por 




distintos órganos y tejidos del organismo, en especial por tejidos inmuno-privilegiados, 
que actúan como santuarios de la enfermedad, al ser inaccesibles a los tratamientos 
quimioterápicos sistémicos convencionales, como ocurre en otras hemopatías, 
especialmente en las leucemias agudas de precursores linfoides B y linfomas no Hodgkin 
B agresivos. Entre estos tejidos cabe señalar de forma muy especial el SNC. Nuestra 
hipótesis de partida asienta sobre la posibilidad de que las células tumorales de la 
NCDPB infiltren el SNC desde las fases iniciales de la enfermedad, siendo responsables 
de buena parte de las recaídas en SNC y/o sistémicas de esta neoplasia. Esta hipótesis 
se fundamenta, por un lado, en el hecho de que las recaídas en SNC -o en general la 
infiltración del SNC cuando la enfermedad reaparece tras haber alcanzado la remisión 
completa- son relativamente elevadas, y por otra parte, en que los pacientes que han 
sido tratados previamente con protocolos de quimioterapia de tipo LLA, en los que se 
administra profilaxis/tratamiento intratecal en el momento del diagnóstico, o bien 
aquellos que son sometidos a TAPH, tienen supervivencias más prolongadas. En el 
momento de abordar este objetivo en la presente tesis doctoral, se desconocía la 
verdadera incidencia de infiltración tumoral del SNC en la NCDPB, siendo su 
conocimiento especialmente relevante por las implicaciones terapéuticas que de ello 
podrían derivarse.  
 
De acuerdo con estos antecedentes, en el presente trabajo doctoral nos propusimos 
como objetivo general profundizar en el conocimiento de las características clínicas, 
biológicas y fenotípicas de la NCDPB a través del desarrollo de tres objetivos específicos: 
1. Identificar los precursores de CDp de médula ósea de adultos sanos y analizar 
en detalle las características morfológicas, fenotípicas, y funcionales de estas 
células a lo largo de la maduración normal, desde el precursor CD34+ hasta la 
CDp más madura de sangre periférica, con el fin de establecer una referencia 
de normalidad para la posterior caracterización de NCDPB.  
 




2. Relacionar el estadio madurativo de la célula tumoral de la NCDPB con las 
características clínicas y biológicas de la enfermedad y su comportamiento 
clínico y pronóstico.  
 
3. Establecer la incidencia de infiltración del sistema nervioso central en la NCDPB 

























En esta sección de la memoria se describen los pacientes, materiales y métodos 
empleados, así como los resultados obtenidos, en relación con cada uno de los tres 
objetivos concretos planteados, mediante la inclusión de los artículos científicos 
originales publicados como consecuencia del trabajo doctoral realizado. Cada uno de 
los artículos está precedido de un breve resumen en castellano que facilita una revisión 
rápida de la información contenida en los mismos. 
Artículo 1: “Caracterización fenotípica, morfológica y 
funcional de los estadios madurativos de la célula dendrítica 
plasmocitoide en médula ósea normal de adultos” 
Objetivo. Estudios previos han demostrado que las diferentes subpoblaciones de células 
dendríticas (CDs) se originan a partir de un progenitor CD34+ de médula ósea (MO), 
aunque se desconoce la secuencia concreta de maduración que siguen los precursores 
de la célula dendrítica plasmocitoide (CDp). El conocimiento más preciso y profundo 
de los cambios (biológicos) asociados a la maduración de esta línea celular podría 
sentar las bases para, por un lado, conocer y aprovechar de forma más eficiente el 
potencial terapéutico de la CDp y, por otra parte, contribuir a una mejor identificación 
y caracterización de la neoplasia de CDp. Este trabajo tiene como objetivo caracterizar 
fenotípica, morfológica y funcionalmente los precursores de célula dendrítica 
plasmocitoide (pre-CDp) de médula ósea normal (MON) de adultos, a lo largo de sus 
distintos estadios de maduración. 
Pacientes, materiales y métodos. En conjunto, caracterizamos fenotípicamente un total 
de 45 muestras de MON mediante citometría de flujo multiparamétrica, empleando 
paneles de anticuerpos monoclonales en combinaciones de seis fluorescencias; las 
muestras se adquirieron en un citómetro de flujo FACSCanto I. Además, en 7 de estas 
muestras se purificaron los pre-CDp de 3 estadios madurativos distintos empleando un 
citómetro de flujo FACSAria. En cada una de las fracciones madurativas de pre-CDp 
purificadas se realizaron los siguientes estudios: a) caracterización morfológica en 




situación basal y tras cultivo en presencia de IL3 o de IL3+CpG-ODN, empleando tinción 
con colorantes panópticos y visualización en un microscopio óptico; b) determinación 
de su capacidad para secretar IFN tras estimulación in vitro con IL3+CpG-ODN; c) 
análisis de su capacidad endocítica, evaluando su capacidad para captar dextrano 
conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), mediante CMF y; d) análisis de la 
capacidad de dichas células para estimular linfocitos T alogénicos, función evaluada 
por CMF empleando diacetato de carboxifluoresceína, succinimidil éster (CFDA,SE).  
Resultados. En todas las muestras de MON estudiadas se identificaron tres estadios 
madurativos de pre-CDp de acuerdo a la expresión de CD34, HLA-DR, CD123 y CD45; 
desde el estadio más inmaduro al más maduro, estos se definieron por los siguientes 
perfiles fenotípicos: CD34++, HLA-DR++/+++, CD123++, CD45+/++ (estadio I); CD34+, HLA-
DR+/++, CD123++/+++, CD45+/++ (estadio II) y; CD34neg, HLA-DR++, CD123++/+++, CD45++ 
(estadio III). En términos generales, la expresión de moléculas presentadoras de antígeno 
se mantuvo elevada a lo largo de toda la maduración, mientras que la positividad para 
moléculas asociadas a CDp como CD304 o CD85j aumentaba de forma progresiva 
desde las fases más tempranas de la diferenciación (estadio I) a los pre-CDp más 
maduros de MO (estadio III). Cabe señalar que en el estadio más inmaduro los pre-CDp 
expresaban marcadores clásicamente asociados a línea mieloide como CD11c, CD13 
y/o CD33. Asimismo, la molécula coestimuladora CD86 se expresaba en los precursores 
más inmaduros de línea de CDp, siendo indetectable en las CDp más maduras; por el 
contrario, la expresión de CD40 estaba restringida al estadio de pre-CDp más maduro 
(estadio III). El antígeno cutáneo linfocitario (CLA) se expresaba a lo largo de todos los 
estadios madurativos, siendo particularmente evidente su expresión en el estadio I.  
El análisis morfológico de las subpoblaciones purificadas de pre-CDp reveló un 
aumento progresivo de la indentación nuclear y una disminución de la basofilia 
citoplasmática con la maduración. Solo se observaron prolongaciones citoplasmáticas 
en pre-CDp cultivados in vitro en presencia de IL3 y CpG. Respecto a los estudios 
funcionales, comprobamos que la única población de pre-CDp capaz de secretar IFN 
tras estimulación in vitro era la integrada por las CDp más maduras, mientras que la de 




mayor capacidad endocítica correspondía a la subpoblación más inmadura. Además, 
tras el ensayo de proliferación de linfocitos T alogénicos, comprobamos que tanto la 
población intermedia como la más madura (estadios II y III) eran capaces de inducir la 
proliferación de los linfocitos T presentes en el cultivo, mientras que la subpoblación de 
pre-CDp más inmadura prácticamente no inducía ningún efecto estimulador de la 
proliferación de los linfocitos T.  
Conclusiones. Nuestros resultados permiten concluir que en la MO de adultos sanos 
existen al menos tres estadios de diferenciación de CDp, con características fenotípicas, 
morfológicas y funcionales distintas. Además, nuestros hallazgos muestran que los pre-
CDp más inmaduros coexpresan marcadores asociados a CDp y marcadores mieloides 
típicamente atribuidos a la CDc, junto con características fenotípicas asociadas a la 
generación de tolerancia inmune. Finalmente, proporcionan un modelo de referencia 









T R A N S P L A N T A T I O N A N D C E L L U L A R E N G I N E E R I N G
Immunophenotypical, morphologic, and functional
characterization of maturation-associated plasmacytoid
dendritic cell subsets in normal adult human bone marrow
Lourdes Martín-Martín, Julia Almeida, Pilar María Hernández-Campo, María Luz Sánchez,
Quentin Lécrevisse, and Alberto Orfao
BACKGROUND: Information about maturation of plas-
macytoid dendritic cell precursors (pre-pDCs) in normal 
bone marrow (BM) remains limited.
STUDY DESIGN AND METHODS: Immunophenotypi-
cal, morphologic, and functional changes associated 
with maturation of pre-pDCs were analyzed in adult 
normal human BM (n = 45).
RESULTS: Three pre-pDC maturation stages, with an 
increasingly higher degree of maturity, were systemati-
cally identified: CD34++/HLA-DR++/+++/CD123++/
CD45+/++ (Stage I), CD34+/HLA-DR+/++/CD123++/+++/
CD45+/++ (Stage II), and CD34-/HLA-DR++/CD123++/
+++/CD45++ (Stage III) cells. Lymphoid- and early 
myeloid-associated molecules, as well as CD86, were 
coexpressed in Stage I pre-pDCs, being down regu-
lated afterward. CD304 and CD85j appeared in Stage I, 
progressively increasing their levels thereafter. Interest-
ingly, cutaneous lymphocyte-associated antigen was 
heterogeneously expressed throughout the maturation, 
particularly in Stage I pre-pDCs. The morphologic 
appearance of Stage I pre-pDCs was consistent with 
their undifferentiated stage, while Stage II/III cells 
showed morphologic features of more differentiated 
cells. From the functional point of view, only Stage II 
and Stage III pre-pDCs were capable of inducing allo-
geneic T-cell proliferation, the later subset also showing 
interferon-α secretion; in contrast, Stage I pre-pDCs 
showed the highest endocytic ability.
CONCLUSION: In summary, three maturation stages of 
pre-pDCs can be identified in adult normal BM, which 
show unique phenotypical, morphologic, and functional 
characteristics; these results provide a frame of refer-
ence for a better understanding of pDC malignancies.
D
endritic cells (DCs) are the most powerful
professional antigen-presenting cells, which
are able to present processed antigens to
naïve T cells and to induce antigen-specific
immune responses versus tolerance;1-5 so far, the exact
factors determining the type of T-cell response—
immunogenic versus tolerogenic—remain unknown,
although both the subtype of DCs involved in the interac-
tion with T cells and their stage of maturation6 could play
a key role in this regard. Because of this, comprehensive
and detailed knowledge about the maturation pathways of
different subsets of DCs at distinct locations is required.
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7; DC(s) = dendritic cells; MPO = myeloperoxidase;
ODN = oligodeoxynucleotides; PB = peripheral blood;
pDC(s) = plasmacytoid dendritic cell(s); PerPC = peridinin
chlorophyll; PHA = phytohemagglutinin; pre-DC(s) = dendritic
cell precursor(s); pre-pDC(s) = plasmacytoid dendritic cell
precursor(s).
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Until now, human DCs have been identified and charac-
terized in peripheral blood (PB),7 lung,8 thymus,9 dermis,10
tonsils,11 spleen,12 and lymph nodes13 but, to our knowl-
edge, there is little information about the characteristics
of bone marrow (BM) DC precursors (pre-DCs).14,15 Previ-
ous studies have shown that different subpopulations of
DCs (e.g., myeloid DCs, plasmacytoid DCs, monocyte-
derived DCs, and Langerhans cells) originate from CD34+
progenitor cells in the BM, but the ontogeny and specific
differentiation pathways of each DC subset still remain
largely unknown.16 Accordingly, no information exists
regarding the BM maturation pathways of both human
myeloid and monocyte-derived DCs. In turn, although
some reports have focused on the analysis of BM plasma-
cytoid DCs (pDCs), these studies have been performed
mostly on murine models,17,18 and mouse pDCs are signifi-
cantly different from their human counterpart.19 Further
knowledge on the characteristics of maturing human BM
pre-DCs may enable us to harness the maximum potential
of DCs for immunointerventions.
In addition to the potential therapeutic use of specific
subsets of DCs, detailed characterization of DC subpopu-
lations from their more immature BM precursors to the
more mature cell compartments may also contribute to a
better identification and characterization of the recently
described neoplasias of DCs,20-25 included in the WHO
classification as blastic/aggressive (CD4+/CD56+) NK cell
lymphomas/leukemias26 and renamed as agranular
CD4+/CD56+ hematodermic neoplasm in the WHO-
EORTC classification for cutaneous lymphomas.27
In this study, we analyze the immunophenotypical,
morphologic, and functional features of plasmacytoid
dendritic cell precursors (pre-pDCs) from normal adult
human BM. Our results show that different maturation-
associated subsets of pre-pDCs display distinct pheno-
typical and functional characteristics, providing a frame of
reference for a better identification and understanding of
both normal and neoplastic pDCs.
MATERIALS AND METHODS
Samples
A total of 45 BM aspirate samples—mean volume of
2.8  0.5 mL—from an identical number of adult healthy
volunteers (n = 45) were collected and placed into tubes
(Vacutainer, Becton Dickinson Biosciences [BDB], San
Jose, CA) containing ethylenediaminetetraacetate (EDTA)
and lithium heparin as anticoagulant. The mean age of
the individuals—30 (67%) males and 15 (33%) females—
was 58  17 years (range, 28-86 years; median, 58 years).
The study was approved by the ethics committee of the
Instituto de Biología Molecular y Celular del Cáncer,
Centro de Investigación del Cáncer/IBMCC (Salamanca,
Spain) and all samples were obtained according to its
recommendations, after informed consent had been
given by each individual.
Immunophenotypical analyses
Antigen expression was analyzed on whole BM samples by
multiparameter flow cytometry using six-color combina-
tions of monoclonal antibodies (MoAb): fluorescein
isothiocyanate (FITC)/phycoerythrin (PE)/peridinin
chlorophyll protein (PerCP)/PE-cyanin 7 (PE-Cy7)/
allophycocyanin (APC)/APC-Cy7. Sample aliquots were
stained using a well-established immunofluorescence
stain-lyse-and-then-wash procedure, previously des-
cribed in detail.28 The following MoAbs were constantly
present in all sample aliquots, to allow the identification of
pre-pDCs and their maturation stages: anti-HLA-DR-
PerCP (clone L243, BDB), CD34-PE-Cy7 (clone 8G12,
BDB), CD123-APC (clone AC145, Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), and CD45-APC-Cy7 (clone 2D1;
BDB). Further immunophenotypic characterization of the
different maturation-associated subpopulations of pre-
pDCs was performed by adding a large panel of FITC-/PE-
conjugated MoAbs, whose source and specificity are
shown in detail in Table 1. For the six-color combination
in which reactivity for unconjugated anti-HLA-DP MoAb
was assessed, indirect labeling was performed first by
sequentially staining with the anti-HLA-DP MoAb and
FITC-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulin
F(ab)2 antibody fragments (Dako, Glostrup, Denmark) and
washing twice in phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.6)
to remove the residual soluble secondary antibody;
labeling with the directly conjugated MoAb was then per-
formed. Combined staining for surface antigens and
intracellular molecules (B12, CD79a, G4, G5, carboxypep-
tidase A, eosinophil peroxidase, eosinophil major basic
protein, myeloperoxidase [MPO], lysozyme, and TLR9)
was performed using a reagent kit (Fix and Perm, Invitro-
gen, Carlsbad, CA), strictly following the recommenda-
tions of the manufacturer. For each sample, an aliquot was
stained with anti-HLA-DR-PerCP, CD34-PE-Cy7, CD123-
APC, and CD45-APC-Cy7, in the absence of any FITC- or
PE-conjugated MoAb, and processed in parallel in an
identical way, as a negative control.
Acquisition of immunophenotypical data was per-
formed immediately after completion of sample prepara-
tion, in a flow cytometer (FACSCanto, BDB) using its
accompanying software program (FACSDiva, BDB).
Appropriate single versus multicolor comparisons were
performed before data acquisition to ensure that fluores-
cence compensation had no impact on the measurement
of fluorescence intensity. To improve the sensitivity of the
analysis of pre-pDCs, data acquisition was performed in
two consecutive steps. In the first step, information was
collected on 30,000 events corresponding to all nucleated
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TABLE 1. MoAb used for the analysis of protein expression on different maturation-associated subsets of BM
pre-pDCs
Specificity Fluorochrome conjugate Targeted molecule Clone Source
HLA molecules HLA-ABC FITC HLA-ABC B9.12.1 Immunotech*
HLA-DP PURE HLA-DP B7/21 BDB†
HLA-DQ FITC HLA-DQ TÜ169 PharMingen‡
HLA-DR PerCP HLA-DR L243 BDB†
Costimulatory and signaling
molecules
CD2 FITC LFA-2 S5.2 BDB†
CD4 FITC CD4 coreceptor SK3 BDB†
CD4 PerCP CD4 coreceptor SK3 BDB†
CD40 PE Bp50 MAB89 Immunotech*
CD80 PE B7 L307.4 BDB†
CD86 PE B7-2 IT2.2 PharMingen‡
Adhesion molecules CD11a FITC AlphaL integrin chain G-25.2 BDB†
CD11c PE AlphaM integrin chain B-ly6 BDB†
CD54 PE ICAM-1 LB-2 BDB†
CD56 PE NCAM NCAM16.2 BDB†
CD62L PE LAM-1 SK11 BDB†
Immunoglobulin receptors CD64 PE FCR I 22 Immunotech*
Myeloid-associated markers CD13 PE APN WM15 BDB†
CD14 PE LPS-R MfP9 BDB†
CD33 PE gp67 P67.6 BDB†
DC-associated proteins CD1a PE R4 NA1/34 Dako§
CD1b FITC R1 M-T101 PharMingen‡
CD1c PE R7 AD5-8E7 Miltenyi Biotech||
CD85j FITC ILT/LIR family GHI/75 PharMingen‡
CD209 FITC DC-SIGN DCN46 PharMingen‡
CD275 PE B7-H2 2D3/B7-H2 PharMingen‡
CD303 FITC C-type lectin AC144 Miltenyi Biotech||
CD304 PE Neuropilin 1 AD5-17F6 Miltenyi Biotech||
L-SECtin CLEC-4G SOTO1 Provided by A.L. Corbi
CD284 PE TLR-4 toll-like receptor HTA125 eBioscience¶
cyCD289 PE TLR-9 toll-like receptor Eb72-1665 eBioscience¶
B-cell–associated markers cyCD79a PE Immunoglobulin a HM57 Dako§
CD79b PE Immunoglobulin b CB3-1 Immunotech*
CD22 PE BL-CAM S-HCL-1 BDB†
Myelomonocytic-associated
enzymes
cyLysozyme Lysozyme EC 3.2.2.17 Dako§
cyMPO MPO MPO-7 Dako§
Mast cell–associated
enzymes
cyB12 Pro and mature a/b-tryptase B12 Provided by L.B. Schwartz
cyG4 Pro and mature a/b-tryptase G4 Provided by L.B. Schwartz
cyG5 Mature a/b-tryptase G5 Provided by L.B. Schwartz
cyCarboxypeptidase A CPA Provided by A.F. Walls
Eosinophil-associated
enzymes
cyEosinophil major basic protein Eosinophil major basic protein AHE-2 BDB†
cyEosinophil peroxidase Eosinophil peroxidase AHE-1 BDB†
CD45 antigen CD45 APC-Cy7 CD45 2D1 BDB†
CD45 Pacific Blue CD45 T29/33 Dako
CD45RA FITC CD45RA isoform L48 BDB†
CD45RO PE CD45RO isoform UCHL1 BDB†
Cytokine receptors CD25 PE IL-2R alpha chain M-A251 PharMingen‡
CD116 FITC GM-CSF receptor alpha chain M5D12 BDB†
CD117 PE c-KIT YB5.B8 BDB†
CD123 APC IL-3R alpha chain AC145 Miltenyi Biotech||
CD126 PE IL-6R alpha chain M91 Immunotech*
CD127 PE IL-7R alpha chain R34.34 Immunotech*
CD127 Alexa Fluor 647 IL-7R alpha chain hIL-7R-M21 PharMingen‡
CD181 PE IL-8R alpha chain/CXCR1 5A12 BDB†
CD182 PE IL-8R beta chain/CXCR2 6C6 BDB†
CD184 PE CXCR4 12G5 BDB†
CD195 PE CCR5 2D7/CCR5 BDB†
CD197 PE CCR7 150503 R&D Systems**
Other antigens 7.1 PE NG2 7.1 Immunotech*
CD3 APC-Cy7 CD3 epsilon chain SK7 BDB†
CD34 PE-Cy7 gp105-120 8G12 BDB†
CD36 FITC GPIIIb FA6.152 Immunotech*
CD38 PE T10 HB7 BDB†
CD90 FITC Thy-1 5E10 PharMingen‡
CD99 FITC CD99R TÜ12 PharMingen‡
CLA FITC CLA HECA-452 BDB†
* Immunotech, Marseille, France.
† Becton Dickinson Biosciences, San Jose, CA.
‡ PharMingen, San Diego, CA.
§ Dako A/S, Glostrup, Denmark.
|| Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany.
¶ eBioscience, San Diego, CA.
** R&D Systems, Minneapolis, MN.
cy = cytoplasmic.
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cells present in the sample; in the second step,
information was acquired and stored through an elec-
tronic live gate, exclusively for those HLA-DRhi events. In
this latter step, a minimum of 1.5 ¥ 105 to 2 ¥ 105 HLA-DRhi
cells were measured per sample aliquot.
For data analysis, software programs were used
(FACSDiva and INFINICYT, Cytognos SL, Salamanca,
Spain). The gating strategy followed to identify pre-pDCs
and their different maturation stages is depicted in Fig. 1.
The intensity of expression of each antigen analyzed was
evaluated after specifically gating for each maturation-
associated subpopulation of BM pre-pDCs in terms of
mean fluorescence intensity (MFI)—expressed in arbi-
trary relative linear units scaled from 0 to 262,144—
obtained after subtracting the MFI of the corresponding
negative control.29 The following arbitrary codes were then
used to translate the intensity of expression of each
antigen in a semiquantitative scale: negative, MFI of
between 0 and 500; dim+, MFI of between 500 and 1000; +,
MFI of between 1000 and 5000; +/++, MFI of between 5000
and 10,000; ++, MFI of between 10,000 and 50,000; ++/+++,
MFI of between 50,000 and 100,000; and +++, MFI more
than 100,000.
Fluorescence-activated cell sorting of the different
maturation-associated subpopulations of BM
pre-pDCs
Purification of each maturation-associated subpopulation
of pre-pDCs was performed in a subset of seven normal BM
samples using a flow cytometer (FACSAria, BDB). Pre-pDC
subsets were isolated according to the following immu-
nophenotypic characteristics: 1) CD34++/HLA-DR++/
+++/CD123++/CD45+/++ events; 2) CD34+/HLA-DR+/++/
CD123++/+++/CD45+/++; and 3) CD34-/HLA-DR++/
CD123++/+++/CD45++ cells. The purity of each of the three
subsets of fluorescence-activated cell-sorted pre-pDCs
was constantly more than 90%.
Morphologic characterization of the different
subpopulations of BM pre-pDCs
Morphologic characterization of the fluorescence-
activated cell-sorted subpopulations of BM pre-pDCs
from three BM samples was assessed in cytospins
(Shandon, Southern Products, Sewickly, UK) prepared
according to well-described methods—1 ¥ 104 purified
cells in 100 mL of PBS containing 2 mmol/L EDTA and
0.5% (w/v) bovine serum albumin—and stained with
May-Grünwald-Giemsa, using a conventional optical
microscope (BX41, Olympus, Hamburg, Germany).
Endocytic activity assays
The ability of the different cell populations analyzed to
capture antigens was measured using a conventional
dextran-FITC uptake assay. For this purpose, five whole
BM samples were incubated in PBS containing 0.5 mg/mL
dextran-FITC (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for 1 hour
both at 37°C (test sample aliquots) and at 4°C (control
sample aliquot). After being washed three times with cold
PBS (1000 ¥ g for 5 min), cells were stained with the fol-
lowing combination of MoAb, aimed at the simultaneous
identification of T lymphocytes (negative control cells),
monocytes (positive control cells), CD34+ hematopoietic
progenitor cells (HPCs) other than pre-pDCs, and the dif-
ferent subsets of pre-pDCs: CD14-PE, HLA-DR-PerCP,
CD34-PE-Cy7, CD123-APC, CD3-APC-Cy7, and CD45-
Pacific Blue (Table 1). Stained samples were measured in a
flow cytometer (FACSCanto II, BDB) and results are
expressed as dextran-FITC MFI values.
Evaluation of interferon-a secretion
Each of the three maturation-associated subsets of puri-
fied pre-pDCs from three BM samples was cultured in
RPMI 1640, supplemented with 10% fetal calf serum,
1.5 mmol/L l-glutamine, 100 U/mL penicillin, and
100 mg/mL streptomycin. Identical numbers of cells from
each of the three subsets were incubated at 37°C in 96-well
plates in a humidified atmosphere containing 5% CO2
(final volume of 200 mL/well), in the presence of interleu-
kin (IL)-3 (10 ng/mL; R&D Systems, Minneapolis, MN)
and CpG oligodeoxynucleotides (ODN 2336, Class A; 6 mg/
mL; Coley Pharmaceutical Group, Wellesley, MA). In all
cases, cells cultured in parallel with IL-3, but in the
absence of CpG ODN, were used as controls. The number
of cultured cells ranged from 2750 to 13,500 per cell
subset. After an incubation period of 24 hours, superna-
tants from all wells were harvested and stored at -80°C,
until analyzed for the presence of soluble interferon
(IFN)-a; adherent cells were also collected and processed
as described below.
Soluble levels of IFN-a were measured using a com-
mercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(Human Interferon alpha serum sample ELISA kit, PBL
Biomedical Laboratories, Piscataway, NJ) on three inde-
pendent samples, strictly following the recommendations
of the manufacturer for the high-sensitivity protocol
(lower sensitivity level of 10 pg/mL). ELISA plates were
read using a multifunctional reader (Ultra Evolution,
Tecan, Toronto, Ontario, Canada) at a 450-nm excitation
wavelength.
Allogeneic T-cell proliferation assays
The ability of the different subsets of pre-pDCs to induce
T-cell proliferation was measured (n = 2), using a slightly
modified 5,6-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl
ester (CFDA-SE)-based assay (Vybrant CFDA-SE Cell
Tracer Kit, Invitrogen), according to well-established
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procedures.30 Briefly, normal PB mononuclear cells
(MNCs) isolated from heparinized venous blood of a
healthy donor, by density-gradient centrifugation (Biocoll
separating solution, Biochrom AG, Berlin, Germany) were
resuspended in PBS supplemented with 0.1% bovine
serum albumin (Sigma-Aldrich) and labeled with
CFDA-SE at a final concentration of 0.5 mmol/L/1 ¥ 106
cells. After an incubation period of 5 minutes at room
temperature, in the darkness, the staining reaction was
quenched by adding ice-cold RPMI 1640 at a 1:3 dilution,
followed by two washes with the same medium. CFDA-
SE–stained MNCs were then seeded in 96-well culture
plates at 2 ¥ 105 cells/well either alone (negative control)
or mixed with each of the purified BM pre-pDC subsets at
1:10 pre-pDC/PBMNC ratio—isolated from another
donor and with unlabeled total MNCs collected from the
same BM sample (at 1:1 BM MNC/PBMNC ratio)—in
200 mL of complete medium supplemented with IL-3, as
described above. As a positive control, CFDA-SE–stained
PBMNCs were also stimulated with 1.25 mg/mL phytohe-
magglutinin (PHA; Invitrogen). Cells for each condition
were seeded at least in duplicate/triplicate wells. On Day
+5 of culture at 37°C in a humidified atmosphere contain-
ing 5% CO2, cells from each well were harvested, stained
with saturating concentrations of CD25-PE (BDB),
CD4-PerCPCy5.5 (BDB), and CD127-Alexa Fluor 647
(BDB; Table 1) and analyzed by flow cytometry. Data
analysis was performed using a software program (Paint-
A-Gate, BDB), and expressed as a percentage of total pro-
liferating cells reached on Day 5: percentage of cells within
both the CD4+ and the CD8+ PB T-cell subsets that had a
significantly reduced CFDA-SE intensity in comparison to
unstimulated control cells (parent generation), together
with high expression of CD25 and CD127, after subtract-
ing the background corresponding to the negative control
(nonstimulated CFDA-SE–stained PBMNCs).
Statistical analysis
For each variable under study, mean values and their stan-
dard deviation (SD), median, range, and both the 10th to
90th and the 25th to 75th percentiles were calculated,
using a computer program (SPSS 12, SPSS, Inc., Chicago,
IL). The significance of the differences observed among
the different subpopulations of BM pre-pDCs was calcu-
lated using the paired Wilcoxon’s or Friedman nonpara-
metric tests. p Values of less than 0.05 were considered to
be associated with significance.
RESULTS
Distribution of pre-pDCs in normal BM
Pre-pDCs represented 0.28  0.13% of all nucleated cells
and were identified in normal BM samples based on the
sequential gating strategy shown in Fig. 1: HLA-DR+ cells
were first gated, in a second step both CD34+ and
CD123high+ cells were selected, and finally only those cells
showing high levels of CD123 were gated as pre-pDCs
(Figs. 1A-1C). Within this subset of cells, three different
maturation-associated subpopulations of pre-pDCs were
clearly identified in all BM samples analyzed, based on
their differential expression of CD34, HLA-DR, CD123,
and CD45 (Figs. 1D-1G). Those pre-pDCs displaying more
immature phenotypic features (“subpopulation I”)
showed a characteristic CD34++/HLA-DR++/+++/
CD123++/CD45+/++ immunophenotype, representing
15  6% of all BM pDCs, -0.03  0.01% of all nucleated
BM cells, and 3.4  0.7% of all CD34+ HPCs. In turn,
Fig. 1. Gating strategy followed to identify the three subsets of pre-pDCs present in adult normal BM. (A–E) Sequential gating strat-
egy used to identify the whole pre-pDC population (A-C) and its three different maturational stages (D and E) detected in normal
BM from two representative samples: BM cells were first gated according to their positivity for HLA-DR (A); in a second step both
CD34+ and CD123high+ cells were selected—these latter cells included CD34- cells—(B); and finally only those cells showing high
levels of CD123 were selected as pre-pDCs, the discarded cells corresponding to non–pre-pDC CD34+ HPCs (C). In D and E, the sub-
population gated with the blue lines represents Stage I pre-pDCs, red lines delimit Stage II pre-pDCs, and green lines define Stage
III pre-pDCs. The light scatter pattern and the differential expression of HLA-DR and CD123 of the three maturation-associated
subpopulations of pre-pDCs present in normal adult BM and identified using the gating strategy described above (A-E) are shown
in F and G, respectively: blue dots correspond to those pre-pDCs (Subpopulation I) showing the more immature immunopheno-
typic characteristics (CD34++/HLA-DR++/+++/CD123++/CD45+/++); pre-pDCs with intermediate immunophenotypic features
(CD34+/HLA-DR+/++/CD123++/+++/CD45+/++, Subpopulation II) are painted in red, the more mature pre-pDCs (CD34-/HLA-
DR++/CD123++/+++/CD45++, Subpopulation III) are depicted in green; all remaining BM cells, corresponding to non-pre-pDCs, are
displayed in gray. Differences in CD123 expression between the early committed pre-pDCs and CD34+ HPCs (fuchsia dots) are
shown in H. (I) Illustration of CD304 and CD303 expression on Stage I pre-pDCs, CD34+ progenitors other than Stage I pre-pDCs,
negative control (B lymphocytes)—gray dots—and positive control (Stage II and III pre-pDCs). Histograms for CD304 allow a better
visualization of the different intensity of expression for CD304 among the different maturation-associated subsets of pre-pDCs,
CD34+ progenitor cells, and B lymphocytes (dotted lines correspond to the cutoff value for positivity in each histogram).

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intermediate pre-pDCs (“subpopulation II”) showed a
CD34+/HLA-DR+/++/CD123++/+++/CD45+/++ pheno-
typic profile, corresponding to 23  6% of all BM pDCs
(0.08  0.03% of all nucleated cells). Finally, the more
mature BM pre-pDCs (“subpopulation III”) were CD34-/
HLA-DR++/CD123++/+++/CD45++, comprising the
majority of all pre-pDCs (56  11% of all pre-pDCs and
0.17  0.09% of all nucleated BM cells; Figs. 1F and 1G).
CD34+ HPCs—not considered to belong to the pDC
lineage—represented 0.92  0.18% of the whole BM cel-
lularity (Fig. 1H). Mature myeloid DCs were also system-
atically detected in normal BM, at a frequency of
0.09  0.04% of all nucleated BM cells.
Immunophenotypic characteristics of the different
maturation-associated subpopulations of BM
pre-pDCs
Overall, the three subsets of pre-pDCs identified showed
immunophenotypic differences among them (Figs. 2 and
3). HLA Class I (HLA-ABC) and Class II (HLA-DR, HLA-DP,
and HLA-DQ) antigen-presenting molecules showed a
similar pattern of expression along the maturation of pre-
pDCs: both were expressed at high levels among the more
immature BM pre-pDCs, and then their expression tran-
siently decreased at the intermediate stage of maturation
(p < 0.03), to slightly recover in the more mature BM pre-
pDCs (p < 0.05, for all HLA molecules except for HLA-DP;
Figs. 2A-2D and 3A-3D). Of note, although the pattern of
expression of HLA-DQ was similar to that of other HLA-II
molecules, its levels of expression were clearly lower.
Interestingly, Stage I pre-pDCs expressed significantly
higher levels of all HLA molecules, compared to the
remaining CD34+ HPCs (Figs. 2A-2D and 3A-3D).
The intensity of expression of CD303 (BDCA-2) and
CD304 (BDCA-4) DC-associated molecules, as well as of
CD85j, progressively increased among the three pre-pDCs
along the maturation in BM; accordingly, dim but detect-
able levels of CD304 and CD85j were already found for the
more immature pre-pDCs, while CD303 expression only
became positive in the following stage (Stage II), expres-
sion of all three molecules significantly increasing there-
after (Figs. 2E-2G, 3E-3G, and 1I). Interestingly, CD304
could be detected in an earlier stage than CD303. Expres-
sion of other DC-associated molecules, such as CD1a,
CD1b, CD1c, CD209, CD275, L-SECtin, and both the TLR4
and the TLR9 toll-like receptors, was constantly absent in
all subpopulations of BM pre-pDCs. Of note, Stage I pre-
pDCs showed significantly higher levels of both CD304
and CD85j, allowing the unequivocal distinction between
CD34+ pre-pDCs and other CD34+ progenitors (Figs. 1J,
Figs. 2E-2G, and 3E-3G).
CD123 (IL-3a chain receptor) showed a strong inten-
sity of expression already in Subpopulation I, significantly
higher than that observed in CD34+ HPCs (Figs. 2R and
3R), its reactivity significantly increasing in the more
mature subpopulations of BM pre-pDCs. In addition to
CD123, BM pre-pDCs also expressed other cytokine
receptors (Figs. 2P-2U and 3P-3U). Accordingly, CD116
(GM-CSF-R), CD117 (c-kit, SCF-R), and CD126 (IL6-R)
were present in the more immature pre-pDCs (Subpopu-
lation I), but their levels decreased thereafter to become
completely negative in the more mature pre-pDCs (Sub-
population III); in turn, a relatively high and stable expres-
sion of CD184 (CXCR4) and CD197 (CCR7) was observed
throughout the different stages of maturation of pre-
pDCs. By contrast, expression of other cytokine and
chemokine receptors, such as CD127 (IL7-R), CD181
(CXCR1), CD182 (CXCR2), and CD195 (CCR5), was con-
stantly negative on BM pre-pDCs.
Regarding the expression of adhesion and costimula-
tory molecules (Figs. 2N-2O and 3N-3O), it should be
noted that CD86 was strongly positive in Subpopulation I;
its expression significantly (p = 0.03) decreased thereafter,
becoming negative on Stage II and III pre-pDCs, while
absent on non–pre-pDCs CD34+ progenitor cells (Figs. 2N
and 3N). In turn, expression of CD4 (Figs. 2L and 3L) was
initially absent, its expression becoming detectable at pro-
gressively higher amounts, in Subpopulations II and III
(p = 0.03 for Subpopulation I vs. Subpopulation II and
Subpopulation II vs. Subpopulation III). In a similar way,
expression of CD2 and CD40 increased in the more
advanced stages of maturation of BM pre-pDCs; however,
for these markers, different subsets of CD2+ (22  4%)
versus CD2- (78  4%) and CD40+ (48  6%) versus
CD40- (52  6%) BM pre-pDCs were identified within
Subpopulation III (Figs. 2K and 3K and Figs. 2M and 3M,
respectively). In contrast, the CD80 costimulatory mol-
ecule was systematically absent in normal BM pre-pDCs.
Expression of CD54 showed a slight increase from Stage II
to Stage III pre-pDCs (Figs. 2I and 3I; p = 0.02), while reac-
tivity for CD11a decreased from Subpopulation I to Sub-
populations II and III (Figs. 2H and 3H). The expression of
the CD62L adhesion molecule remained positive and rela-
tively stable (p > 0.05) among the different maturation-
associated subpopulations of BM pre-pDCs (Figs. 2J and
3J); CD56 was constantly negative. Interestingly, the more
immature pre-pDCs were positive for CD11c (Figs. 2O and
3O), while in the following maturation stages, two differ-
ent subsets were identified: at Stage II 30% of cells inten-
sified their positivity (p = 0.04 for Stage II vs. Stage I
CD11c+ cells), whereas the remaining 70% became
CD11c- (p = 0.04 for Stage II vs. Stage I CD11c- cells); at
Stage III, the proportion of positive cells decreased to
14%31 but their fluorescence intensity increased further
(p = 0.04). Interestingly, expression of CD303 and CD304
was lower among Stage II and III CD11c+ cells than on
their CD11c- counterpart (Table 2).
Regarding other antigens, both CD45 and its CD45RA
isoform (Figs. 2AC, 2AD, 3AC, and 3AD) showed a similar
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pattern of expression; accordingly, both markers were
clearly positive in Subpopulation I and their expression
significantly (p  0.001) increased in the more mature
subpopulations of BM pre-pDCs. By contrast, pre-pDCs
were constantly negative for CD45RO. Expression of
CD34, as well as of both CD13 and CD33 (Figs. 2V, 2WW,
2AA, 3V, 3WW, and 3AA), progressively decreased during
pDC differentiation (p  0.006), becoming either nega-
tive or dimly positive in pre-pDCs included in Subpopu-
lation III. A similar pattern of expression was also
observed for CD38 and CD99 (Figs. 2AB, 2AF, 3AB, and
3AF). In turn, CD22 and CD36 (Figs. 2X, 2Z, 3X, and 3Z),
present in the more immature BM pre-pDCs (Subpopu-
lation I), showed a transient decrease (CD22) or a pro-
gressive increase (CD36) along the maturation of BM pre-
pDCs. Both the cutaneous lymphocyte-associated
antigen (CLA) and CD64 antigens showed a heteroge-
neous expression within the three different maturation-
associated subsets of pre-pDCs, the mean intensity of
expression of both antigens decreasing from Subpopula-
tion I to Subpopulation III. Of note, these two latter mol-
ecules were expressed at significantly higher levels in
Stage I pre-pDCs versus other CD34+ HPCs (Figs. 2AE
and 2Y). All other myeloid-, mast cell-, and eosinophil-
associated enzymes tested were constantly negative in all
subpopulations of BM pre-pDCs analyzed; similarly, all
BM pre-pDCs were negative for the 7.1, CD90, yCD79a,
and CD79b antigens.
Morphologic characteristics of the different
subsets of BM pre-pDCs
Freshly purified BM pre-pDCs from Subpopulation I dis-
played morphologic characteristics typical of relatively
immature cells (Fig. 4A). Accordingly, they corresponded
to large cells, usually with an eccentric, nonround, and
slightly cleaved single nucleus, with nondispersed chro-
matin, and no nucleoli. These cells lacked cytoplasmic
granules and showed intense basophilia at the cytoplas-
mic level. In turn, freshly purified BM pre-pDCs from
Subpopulation II (Fig. 4B) had both a lower size and a
cytoplasmic basophilia in association with a slightly
nuclei indentation compared to pre-pDCs from Subpopu-
lation I. The more mature pre-pDCs present in normal BM
differed from the previously described subpopulations in
that they displayed more convolute and irregular nuclear
shapes (Fig. 4C). As expected, none of the three subpopu-
lations of freshly purified BM pre-pDCs showed cytoplas-
mic elongations.
Once cultured for 24 hours in the presence of IL-3, no
major morphologic changes were found with respect to
the corresponding freshly purified subsets of BM pDCs
(Figs. 4D-4F). However, addition of CpG ODN to cultured
BM pre-pDCs clearly modified their morphologic charac-
teristics, and the more mature pre-pDC subpopulations
showed a more clearly evident irregular shape and a more
condensed chromatin (Figs. 4D-4I).
Functional characteristics of the different subsets
of BM pre-pDCs
Overall, BM pre-pDCs showed an intermediate endocytic
activity between that of BM T lymphocytes (negative
control) and monocytes (positive control); surprisingly,
BM Stage I pre-pDCs showed the highest endocytic abil-
ity32 (p < 0.05 vs. non–pre-pDC CD34+ HPCs), although
differences observed between the three maturation-
associated compartments of BM pre-pDCs did not reach
significance (Fig. 5). In contrast, secretion of detectable
amounts of soluble IFN-a could only be identified for the
more mature BM pre-pDCs (Subpopulation III) in the
three samples analyzed. A minimum of 30,000 cells were
required in culture to obtain detectable concentrations of
this cytokine. The levels of IFN-a secreted by BM mature
pre-pDCs were lower than those obtained for PB pDCs
stimulated under the same conditions (Fig. 6).
Regarding the ability of BM pre-pDCs to induce T-cell
proliferation, Stage I pre-pDCs did not induce prolifera-
tion of either CD4+ or CD8+ allogeneic T cells. By contrast,
the other two more mature BM pre-pDCs did induce T-cell
proliferation, this being lower when T cells were stimu-
lated with Stage II than with Stage III BM pre-pDCs
(median percentages of proliferating cells of 3 and 6% and
of 4 and 4.5% for the CD4+ and CD8+ T-cell subsets, when
allogeneic T lymphocytes were cocultured with purified
BM Stage II and Stage III pre-pDCs, respectively; Fig. 7). As
expected, PHA-stimulated cells (positive control) showed
a high proliferation rate (median of 69 and 71% of prolif-
erating cells among the CD4+ and CD8+ T-cell compart-
ments, respectively), while BM MNCs induced PB T cells
to proliferate at slightly lower levels than those observed
for purified pre-pDC subsets (median of 2.5 and 4% for the
CD4+ and CD8+ T-cell subsets, respectively).
DISCUSSION
In this study we identify and characterize for the first time
different maturation-associated subsets of normal human
BM pre-pDCs. Overall, three subpopulations of pre-pDCs
with an increasingly higher degree of maturity—Stage I, II,
TABLE 2. CD303 and CD304 expression among
CD11c- and CD11c+ Stage II and III pre-pDCs*
Stage II pre-pDCs Stage III pre-pDCs
CD11c- CD11c+ CD11c- CD11c+
CD303 58  108 Negative 350  279 23  185
CD304 83  59 Negative 427  253 Negative
* Results are expressed as mean  1 SD of MFI. Differences
were not significant (p  0.14).
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and III pre-pDCs—were systematically identified, which
showed decreasing expression of CD34 associated with a
stronger reactivity for CD45, in association with a CD123hi,
HLA-DRhi phenotype. The fact that a relatively high
proportion of Stage I cells already expressed pDC-related
proteins (e.g., CD304-/+) in the absence of other lineage-
associated markers (e.g., MPO- and lysozyme-), together
with the demonstration of other clear phenotypic differ-
ences between Stage I pre-pDCs and other non–pre-pDCs
CD34+ HPC supports their pDC origin; despite this, the
absence of pDC-specific markers in a fraction of the
former cell population may raise the possibility that some
of the cells included among the population of Stage I pre-
pDCs could correspond to contaminating non–pre-pDC
CD34+ HPCs. The observation that expression of CD304
would precede that of CD303 suggests that this marker
could be of greater utility for the identification of pDC
commitment among normal and neoplastic CD34+
hematopoietic precursor cells.
As expected, the more immature BM pre-pDCs
showed expression of molecules associated with HPCs,
such as CD34 and the CD116, CD117, and CD126 cytokine
receptors; all these markers became progressively nega-
tive during the following maturational stages. Unexpect-
edly, Stage I pre-pDCs were found to share phenotypic
characteristics with other well-defined DC populations,
since markers typically expressed by other PB DC sub-
types but not by circulating pDCs (e.g., CD11c, CD13,
CD33, CD64, and CLA) were expressed in Stage I pre-pDCs
together with pDC-associated proteins (e.g., CD123 and
CD304). Interestingly, between Stage I and Stage II pre-
pDCs, markers typically expressed by myeloid DCs as
well as by Langerhans and dermal DCs33 dramatically
decreased their positivity, while specific pDC antigens
appeared (e.g., CD303) or clearly increased their intensity
of expression (e.g., CD123, CD304). Of note, morphologic
characteristics of these CD34+ pre-pDCs were also consis-
tent with a minimally differentiated cell, and even their
morphology did not get altered either by the addition of
pDC-specific maturational stimuli IL-3 or by the pDC-
specific activation stimuli CpG ODN. Similarly, these cells
were both unable to secrete IFN-a under short-term
Fig. 4. Representative microphotographs of the morphologic characteristics of the different maturation-associated subpopulations
of human BM pre-pDCs before and after cell culture. Individual cells displayed were stained with May-Grünwald-Giemsa and visu-
alized at a ¥1000 magnification using conventional light microscopy. Freshly purified pre-pDCs representative of Subpopulations I,
II, and III are shown in A, B, and C, respectively. (D–F) Representative Stage I, Stage II, and Stage III pre-pDCs after culture for 24
hours in the presence of IL-3; (G–I) representative examples of Stage I, II, and III pre-pDCs after culture in the presence of both IL-3
and CpG ODN, respectively. As shown in these latter three panels, an irregular shape resembling cytoplasmic dendritic processes
became evident in the more mature subpopulations of pre-pDCs after stimulation with CpG ODN.
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culture conditions and unable to induce T-cell prolifera-
tion when cocultured with allogenic PB T cells.
In addition to HPC-related molecules, Stage I pre-
pDCs also expressed myeloid-associated markers, such as
CD11c, CD13, CD33, and CD64, all these markers progres-
sively becoming negative in the intermediate and more
advanced pre-pDC maturation stages. Myeloid markers
have been also found by others to be expressed by pDC
leukemic cells,34 although this finding has been usually
misunderstood. The observation that the more immature
BM pre-pDCs from healthy adults coexpress CD13 and
CD33 together with low amounts of CD11c and CD64
would point out that the expression of myeloid-associated
markers on their leukemic counterpart might not be
attributed to a phenotypic aberration, but it could more
likely reflect a less differentiated pDC leukemia pheno-
type. In addition to the expression of myeloid-related
antigens, we could also detect positivity for the CD22
lymphoid-associated marker already on Stage I pre-pDCs
in the absence of cyCD79a. The fact that DCs could share
a common myeloid-lymphoid progenitor has been sug-
gested in humans,35 in mice,36 and in their human malig-
nant counterpart;37 however, to the best of our knowledge
this is the first time a very early pDC precursor sharing
lymphoid and myeloid markers has been described in
detail. Further studies are required to elucidate whether or
not this pre-pDC subset would correspond to the latest
Fig. 5. Dextran-FITC uptake by different subsets of BM pre-pDCs in comparison to normal BM T lymphocytes (negative control),
monocytes (positive control), and CD34+ HPCs coexisting in the same sample. Stage I and II subsets of BM pre-pDCs showed
uptake of dextran-FITC at intermediate levels between those of normal BM T lymphocytes and monocytes; although no significant
differences were found among the three maturation stages, a slightly decreasing ability to uptake dextran-FITC was observed along
the maturation of pre-pDCs. Stage I was the only population to have a significantly higher endocytosis capacity than CD34+ HPCs.
Results are expressed as MFI values (arbitrary relative linear units scaled from 0 to 262,144). Notched boxes represent 25th and
75th percentile values; the line in the middle and vertical lines correspond to the median value and both the 10th and 90th percen-
tiles, respectively. Significantly different (p < 0.05) from *lymphocytes, #monocytes, and CD34+ HPCs. Histogram graphs from a
representative BM sample are also depicted at the top (dotted lines correspond to the cutoff value for positivity—dextran-FITC
uptake—in each histogram).
Fig. 6. IFN-a secretion by different subsets of BM pre-pDCs
and PB pDCs incubated for 24 hours with both IL-3 and CpG
ODN. Secretion of IFN-a was detectable in the culture super-
natants of the more mature pre-pDCs, once a relatively high
number of cells (>30,000) were seeded, however, markedly
lower than the ones secreted by PB DCs under the same con-
ditions. In contrast, Stage I and Stage II pre-pDCs were unable
to produce IFN-a. The bar heights represent mean values and
vertical lines correspond to 1 SD of the mean (data from three
different samples).
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maturational stage of a common myeloid-lymphoid DC
progenitor.
Unexpectedly, markers typically expressed by rela-
tively mature DCs, such as CLA and CD86, were already
present at relatively high levels on Stage I pre-pDCs. CLA is
a cell surface glycoprotein that specifically binds to
E-selectin, which has been suggested to play a role in
lymphocyte homing to the skin. Interestingly, neoplastic
pDCs have been shown to express CLA in a relatively high
percentage of pDC tumors, and this finding has been
related with the particular skin tropism of these malignan-
cies.38 However, in this study we show that the expression
of this molecule progressively decreases in more mature
BM pre-pDCs (Stages II and III), suggesting that the less
differentiated BM pre-pDCs could have the highest ability
to migrate to the skin. In turn, coexpression of CD86 on
Stage I pre-pDCs, in the absence of other costimulatory
and signaling molecules (e.g., CD40 and CD2), would
support the notion that these cells could play a role in
inducing tolerance, both in the BM and in the skin, in line
with recent observations.31,39-41 Although the exact mecha-
nisms involved in inducing immune tolerance are cur-
rently unknown, it has been suggested that pDCs and/or
pre-pDCs could promote either the differentiation of
CD4+/CD25- T cells into CD4+/CD25+ regulatory cells42-44
or the inhibition of responsiveness of antigen specific T
cells, due to the absence of inflammatory costimuli or
their lack on CD40 expression,45 and both conditions were
observed in normal BM Stage I pre-pDCs; the fact that the
percentage of CD4+/CD25+ regulatory T cells did not
change among the different stimulation conditions used
in the T-lymphocyte proliferation assays performed in this
study (data not shown) would also support the latter
hypothesis. Regardless of the type of immunologic effect
generated (response vs. tolerance) against specific anti-
gens, pDCs should have the ability to take up and present
antigens. In line with this, here we show that BM Stage I
pre-pDCs are able to endocyte exogenous particles (e.g.,
dextran-FITC) and that such endocytic activity is notably
higher than that of the more mature subsets of BM pre-
pDCs (Stages II and III pDCs). Even more, the ability of
Stage I pre-pDCs to capture dextran was similar to that of
PB myeloid DCs (data not shown). In addition to their
ability to capture and endocyte antigens, Stage I pre-pDCs
Fig. 7. Ability to induce T-cell proliferation by each of the purified BM pre-pDC subsets. Nonstimulated and PHA-stimulated (CFDA-
SE) stained PBMNCs were used as negative and positive controls (illustrated for the CD4+ T-cell subset in the upper panels), respec-
tively. Stage I pre-pDCs did not induce proliferation of either CD4+ or CD8+ allogeneic T cells whereas the other two more mature
BM pre-pDCs induced T cells to proliferate, with lower proliferation rates for T cells stimulated with Stage II versus Stage III BM
pre-pDCs (illustrated for the CD8+ T-cell subset in the lower panels). Numbers indicate the median percentage of proliferating
cells.
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showed the highest expression of MHC molecules, essen-
tial for presenting antigens to T cells, independently of the
nature of the subsequent immunologic response induced.
The fact that such endocytic activity of Stage I pre-pDCs is
associated with a lack of IFN-a production by these cells,
as well as their inability to induce proliferation of allogenic
T cells, further supports their role as “tolerogenic” versus
“immunogenic” DCs. Clinically, the tolerogenic ability of
BM pre-pDCs—which phenotypically correspond to the
here referred Stage III pre-DCs—has been already
observed among allogenic BM-transplanted patients.31,41
As Stage I pre-pDCs seem to be better suited than Stage III
pre-DCs for antigen uptake and presentation, in the
absence of allogeneic T-cell stimulation, it could be sug-
gested that Stage I pre-pDCs could be even more powerful
in suppressing the proliferative response of naïve or
memory T cells to alloantigens; in such a case they might
be considered as a potentially useful tool in balancing
graft-versus-host disease and graft-versus-leukemia
effect after an allogeneic implant. However, additional
functional experiments are required to confirm this
hypothesis.
The phenotypic changes observed along the matura-
tion of pre-pDCs from Stage I to Stage II and III precursors
are consistent with a progressive commitment of these
cells into the pDC lineage: loss of HPC-associated anti-
gens and most myeloid-related molecules, as observed in
the differentiation of the white blood cell populations
present in BM,46 in association with a progressively
increased expression of DC- and antigen-presenting cell–
related markers such as CD303, CD304, and among Stage
III pre-pDCs, also CD40. Of note, CD4 started being dimly
expressed at Stage II pre-pDCs, and its expression became
clear on Stage III pre-pDCs. This latter marker, together
with CD56, have been considered as essential molecules
for the diagnosis of pDC leukemia/lymphoma20,24 also
identified recently as “agranular CD4+/CD56+ hemato-
dermic neoplasm.”27 Despite this, CD56 is generally
absent on nonneoplastic pre-pDCs,47 as also found in this
study, where none of the three subsets of BM pre-pDCs
showed reactivity for this antigen. In contrast to these
observations, a subset of CD123+/CD4+/CD56+ pDCs has
been recently described in PB from individuals treated
with Flt-3 ligand48 and a new subset of DCs sharing pDC
and NK properties has been described in mice.49 Despite
this, in the absence of further studies confirming the pres-
ence of a defined population of human pDCs expressing
CD56 “ex vivo,” this should be considered as an aberrant
marker and therefore it may be used to differentiate leu-
kemic pDCs from normal residual pDCs and pre-pDCs.
Regarding CD4, its absence on Stage I pre-pDCs also sug-
gests the potential existence of CD4- pDC leukemias; in
fact, in our experience based on a prospective series of
more than 50 pDC leukemias, in around 12% of the cases,
leukemic pDCs lacked CD4.50
In line with the above-described maturational-related
phenotypic changes, Stage II and III pre-pDCs progres-
sively acquired morphologic and functional features of
more differentiated cells, particularly when they were cul-
tured under optimal in vitro stimulatory conditions. Actu-
ally, Stage III pre-pDCs showed similar phenotypical,28
morphologic, and functional features to those of PB
pDCs7,47—although a lower ability to secrete IFN-a was
found in the present study—suggesting that these cells
would represent the terminal stage of pDC identifiable in
BM and would be ready to leave the BM and exert their
sentinel function through the peripheral circulation.
Despite the fact that TLR9 has been reported to mediate
responses to unmethylated CpG dinucleotides and to
induce secretion of IFN-a, its expression could not be
detected on any of the three subsets of BM pre-pDCs,
including the more mature (Stage III) subset. However, in
addition to clear morphologic changes, secretion of IFN-a
by Stage III pre-pDCs was detected on this cell subset after
CpG stimulation, suggesting that the procedures used for
cell fixation and permeabilization before staining could be
suboptimal for the detection of cyTLR9 by flow cytometry.
This is further supported by the fact that cyTLR9 expres-
sion, tested on PB pDCs and B cells, was also negative
(data not shown) and that, to the best of our knowledge,
only human pDCs matured in the presence of IL-3 have
been reported so far to stain for TLR9 by immunofluores-
cence microscopy.51
In summary, in this study we demonstrate the pres-
ence of three different maturation stages of pre-pDCs in
normal human adult BM, which show unique phenotypi-
cal, morphologic, and functional characteristics. Interest-
ingly, the more immature pre-pDCs here described show
coexpression of myeloid- and lymphoid-associated
markers in association with tolerogenic and/or highly
protective phenotypic properties, further studies being
required to establish the precise role of these Stage I pre-
pDCs in the immune response. In addition, our studies
provide a frame of reference for the phenotypic identifi-
cation and characterization of the neoplastic counterpart
of normal pre-pDCs.
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Artículo 2: “Clasificación y comportamiento clínico de la 
neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica de 
acuerdo con su perfil inmunofenotípico de maduración” 
Objetivo. La neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide blástica (NCDPB) constituye 
una entidad muy poco frecuente de leucemias/linfomas de difícil diagnóstico debido 
tanto a su heterogeneidad clínica y biológica, como por presentar características que 
se solapan con las de otras hemopatías malignas. En este trabajo analizamos la posible 
relación existente entre el estadio madurativo de la célula tumoral de la NCDPB y las 
características clínico-biológicas de la enfermedad, así como su evolución y pronóstico. 
Pacientes, materiales y métodos. En total, en este estudio analizamos 46 pacientes con 
NCDPB que subclasificamos mediante CMF multiparamétrica en tres grupos en función 
del estadio madurativo de las CDp tumorales. De acuerdo al patrón de expresión de 
CD34 y CD117 los pacientes se clasificaron en: 1) NCDPB inmadura, cuando existía 
expresión de CD34 en al menos parte de los blastos; 2) NCDPB intermedia, en la que la 
célula tumoral mostraba positividad (al menos parcial) para CD117, en ausencia de 
expresión de CD34 y; 3) NCDPB madura, definida por la ausencia de expresión de 
ambos marcadores (CD34neg CD117neg) en las células tumorales.  
Resultados. En las NCDPB inmaduras (n= 8/46), los blastos mostraban un fenotipo atípico, 
caracterizado por ausencia de expresión de CD56 y la existencia de una población de 
células tumorales de línea de CDp, acompañada sistemáticamente de otra población 
inmadura de blastos CD34+ distinta de la de línea de CDp; además, estos pacientes 
generalmente no presentaban afectación extramedular (p. ej. infiltración cutánea) al 
diagnóstico. Por el contrario, los pacientes cuyas CDp tumorales expresaban un perfil 
fenotípico más maduro, mostraron mayor afectación extramedular, particularmente de 
la piel, y mayor frecuencia de infiltración de órganos linfoides secundarios. Así, en las 
NCDPB con fenotipo intermedio y maduro observamos afectación cutánea en 67% y 
86% de los pacientes, respectivamente, vs. 14% de las NCDPB inmaduras (p≤.02). 




Asimismo, en ningún caso clasificado como fenotípicamente inmaduro se detectó la 
presencia de adenopatías y esplenomegalia, mientras que en las NCDPB 
intermedias/maduras se observó una frecuencia de infiltración de órganos linfoides 
secundarios superior al 50% de los casos (p<.05). También observamos diferencias entre 
los subgrupos madurativos de NCDPB en lo que se refiere a parámetros de laboratorio, 
asociándose la presencia de neutropenia con las formas más inmaduras/intermedias 
(86%/55% vs. 17% en los casos inmaduros/intermedios vs. maduros; p≤.04) y la leucocitosis 
con las formas maduras (0%/26% vs. 62% en los casos inmaduros/intermedios vs. 
maduros; p≤.04); estos últimos pacientes mostraban también con mayor frecuencia 
incremento de los niveles de LDH sérica (77% vs. 17%/52% en los casos maduros vs. 
inmaduros/intermedios; p≥.02). En términos generales, la supervivencia global de las 
NCDPB era generalmente corta, independiente del estadio madurativo de las CDp 
tumorales. No obstante, cabe señalar que los únicos tratamientos que resultaron 
eficaces, al menos en parte, y por tanto se asociaron con supervivencias globales más 
prolongadas, fueron los tratamientos habitualmente empleados para pacientes con 
LLA, que incluyen profilaxis/tratamiento del SNC y/o el TAPH. 
Conclusiones. Nuestros resultados muestran que el perfil madurativo de la CDp tumoral 
de pacientes con NCDPB es muy heterogéneo, pudiendo contribuir a explicar, al menos 
en parte, el comportamiento clínico tan variable (desde formas de tipo “leucemia 
aguda” a formas más “linfomatosas”) de la NCDPB. A pesar del pésimo pronóstico de la 
mayoría de los pacientes, la administración de protocolos terapéuticos asociados a LLA 
con profilaxis del SNC y/o el TAPH, de todos los protocolos terapéuticos evaluados en 
este trabajo, parecen ser los únicos regímenes efectivos. De acuerdo con estos 
resultados, sería necesario redefinir los criterios diagnósticos de esta entidad y mejorar 
las estrategias terapéuticas empleadas (p. ej. adoptando regímenes más agresivos que 
incluyan profilaxis del SNC) con el fin de alcanzar remisiones completas más duraderas.    
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ABSTRACT
Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN) is a rare subtype of 
leukemia/lymphoma, whose diagnosis can be difficult to achieve due to its clinical and 
biological heterogeneity, as well as its overlapping features with other hematologic 
malignancies. In this study we investigated whether the association between the 
maturational stage of tumor cells and the clinico-biological and prognostic features of 
the disease, based on the analysis of 46 BPDCN cases classified into three maturation-
associated subgroups on immunophenotypic grounds. Our results show that blasts 
from cases with an immature plasmacytoid dendritic cell (pDC) phenotype exhibit an 
uncommon CD56− phenotype, coexisting with CD34+ non-pDC tumor cells, typically 
in the absence of extramedullary (e.g. skin) disease at presentation. Conversely, 
patients with a more mature blast cell phenotype more frequently displayed skin/
extramedullary involvement and spread into secondary lymphoid tissues. Despite the 
dismal outcome, acute lymphoblastic leukemia-type therapy (with central nervous 
system prophylaxis) and/or allogeneic stem cell transplantation appeared to be the 
only effective therapies. Overall, our findings indicate that the maturational profile 
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of pDC blasts in BPDCN is highly heterogeneous and translates into a wide clinical 
spectrum -from acute leukemia to mature lymphoma-like behavior-, which may also 
lead to variable diagnosis and treatment.
INTRODUCTION
Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm 
(BPDCN) is a relatively rare subtype of leukemia/
lymphoma - < 1% of hematologic malignancies [1]- which 
has been recently categorized in the 2008 World Health 
Organization (WHO) classification of hematological 
diseases [2] under acute myeloid leukemia (AML) and 
related precursor neoplasms. Accumulating evidences 
show that the normal cellular counterpart of BPDCN 
resides in the plasmacytoid dendritic cell (pDC) lineage 
[3]. Despite all the above, diagnosis of BPDCN still 
remains a challenge; this is probably due to several 
reasons including its overlapping features with other 
entities, the lack of recurrent and specific chromosomal 
abnormalities [4, 5], and its heterogeneous clinical 
presentation with multiple and variable tissue localizations 
[6–8]. In addition, diagnosis of BPDCN can be difficult to 
achieve, particularly when blast cells do not completely 
fit the typical CD4+ CD56+ HLA-DRhi CD123+ lineage 
(Lin)− immunophenotypic profile [6, 9]. In fact, at present 
it is now well-established that tumor cells from BPDCN 
do express markers which have been classically related to 
other cell lineages such as CD33, TdT, CD79a, CD2 and 
CD7 [10, 11], and evidences exist about a broad range 
of atypical phenotypic profiles in a substantial proportion 
of cases (up to more than one third of cases), including 
absence of CD56 [12] and CD4 [13]. Such heterogeneity 
is also observed at the genetic and molecular level, since 
multiple and diverse, but unspecific, chromosomal and 
molecular alterations have been identified [4, 5] with 
even mutually exclusive gene mutations [14]. Therefore, 
BPDCN are not only clinically heterogeneous but they 
also show a considerable biologic diversity which in 
some cases makes diagnosis difficult. This, together 
with the low prevalence of the disease, has hampered 
the study of large series of patients, with few exceptions 
[6, 7, 15], most reports on BPDCN being based on single 
or just a few cases. Besides, some of the few larger series 
reported so far are biased, as they generally include only 
cases showing cutaneous involvement in the absence 
of systemic disease and/or they have used rather (even 
retrospective) restrictive phenotypic inclusion criteria; this 
has probably contributed to the lack of awareness about 
disease heterogeneity. In such case we might wonder 
whether or not, the clinical, phenotypical and genetic 
diversity of BPDCN (e.g. the maturational stage of blast 
cells and/or their genetic profile) could contribute to 
further subclassify this entity, similarly to what happens 
with other neoplasms, such as B and T-cell malignancies 
or even AML [16].
Here we describe a relatively large series of 
46 BPDCN classified into three subgroups, based on the 
expression of maturation-associated immunophenotypic 
markers on tumor vs. normal pDC and pDC precursors. 
Our major goal was to investigate whether the stage 
of maturational arrest of pDC tumor cells would be 
associated with distinct and unique clinico-biological and 
prognostic features of the disease.
RESULTS
Clinical and laboratory features at presentation
From all 46 cases analyzed, four (9%) were 
children (median age of 11 years; range: 8 to 12 years) 
and 42 were adults (median age of 71 years; range: 25 to 
91 years), with a clear male predominance: 35 males 
(76%) vs. 11 females (24%) (Table 1). Most cases (27/45, 
60%) consulted because of organ involvement (e.g. skin 
lesions) in association with B symptoms (32/45 cases, 
71%) (Table 1). In a smaller proportion of cases, diagnosis 
was made because of bleeding (6/45, 13%), bone pain 
(4/45, 9%) or just the presence of cytopenias with or 
without blast cells in a routine blood analysis (5/44, 11%). 
In line with this, most cases presented with extramedullary 
involvement (33/45, 73%) mainly consisting of skin 
lesions (29/45 cases, 64%) and/or, to a lesser extent, testis 
(6%) and central nervous system (CNS) involvement 
(9% of cases). Presence of lymphadenopathies, 
splenomegaly and hepatomegaly was detected on physical 
examination in 51%, 38% and 22% of cases, respectively. 
Five patients (16%) had an associated myelodysplastic 
syndrome (MDS) and 3 (7%) had other non-hematological 
neoplasms (prostate −n = 2- and colon cancer).
Blood cell counts revealed leukocytosis (> 10 × 109 
WBC/l) in 33% of the cases, anemia (< 100g hemoglobin/l) 
in 63%, thrombocytopenia (< 100 × 109/l) in 64% of the 
cases and neutropenia (< 1.5 × 109/l) in around half (48%) 
of cases (Table 2). LDH serum levels were increased in 
55% of the patients. The majority of cases (61% and 93%) 
showed presence of blast cells in both PB (median blast 
cell percentage of 39%; range: 2% to 83%) and BM 
(median of 78%; range: 4% to 100%), respectively.
Immunophenotypic subgroups of blastic 
plasmacytoid dendritic cell neoplasms
Patients with BPDCN were divided into three 
groups according to the maturational stage of the blast/
tumor cells as defined by the pattern of expression of 
CD34 and CD117: 1) immature blastic pDC neoplasms 
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(8/46 cases; 17%) showed expression of CD34 in at least 
a fraction of the blast cells; 2) intermediate blastic pDC 
neoplasms (24/46 patients; 52%) typically displayed partial 
positivity for CD117 in the absence of CD34 expression 
on the blast cells, and; 3) mature cases (14/46 cases; 30%) 
had a CD34− CD117− tumor pDC immunophenotype. 
Of note, among all immature cases (Group 1) neoplastic 
pDC systematically coexisted with another blast cell 
population of myeloid or mixed myeloid plus B-lymphoid 
origin, accounting for a median of 50% of the whole blast 
cell population (range: 30% to 90%); such coexisting 
non-pDC lineage blast cells systematically showed 
strong CD34 and CD117 expression, whereas the pDC 
component was typically partially positive for CD34 and 
negative or dim positive for CD117 (Figure 1J, 1K, and 
1L). In contrast, both intermediate (Group 2) and mature 
(Group 3) blastic pDC neoplasms showed no blast/tumor 
cell population other than the pDC, all these cases being 
systematically negative for CD34 by definition. Expression 
of CD117 (in the absence of CD34) was restricted per 
definition to Group 2, with a median percentage of CD117+ 
cells of 18% (range: 5% to 100%).
Other immunophenotypic markers which 
showed different patterns of expression on pDC blast 
Table 1: Clinical characteristics of blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasms patients classified 
according to their maturation-associated immunophenotypic profile
Blast cell phenotype
Demographics





n = 46 n = 8 n = 24 n = 14
Age (years)* 61 ± 22 (8–91) 68 ± 22 (25–91) 56 ± 23 (8–85) 68 ± 19 (11–83) .05c
Children/Adults 4/42 (9%/91%) 0/8 (0%/100%) 3/21 (13%/87%) 1/13 (7%/93%) NS
Sex (male/female) 35/11 (76%/24%) 6/2 (75%/25%) 15/9 (63%/37%) 14/0 (100%/0%) .008c
Reason for consulting
Routine blood analysis 5/44 (11%) 0/6 (0%) 3/24 (13%) 2/14 (14%) NS
B & other general symptoms 32/45 (71%) 6/7 (86%) 17/24 (71%) 9/14 (64%) NS
Bleeding 6/45 (13%) 1/7 (14%) 3/24 (13%) 2/14 (14%) NS
Bone pain 4/45 (9%) 0/7 (0%) 4/24 (17%) 0/14 (0%) NS
Organ involvement 27/45 (60%) 0/7 (0%) 14/24 (58%) 13/14 (93%) ≤ .03a, b, c
Physical examination
Adenopathies 23/45 (51%) 0/7 (0%) 14/24 (58%) 9/14 (64%) .007a, b
Splenomegaly 17/45 (38%) 0/7 (0%) 13/24 (54%) 4/14 (29%) .01a
Hepatomegaly 10/45 (22%) 0/7 (0%) 7/24 (29%) 3/14 (21%) NS
Extramedullary involvement 33/45 (73%) 1/7 (14%) 19/24 (79%) 13/14 (93%) ≤ .004a, b
   - Skin1 29/45 (64%) 1/7 (14%) 16/24 (67%) 12/14 (86%) ≤ .02a, b
   - CNS 4/45 (9%) 0/7 (0%) 3/24 (13%) 1/14 (7%) NS
   - Testis2 2/34 (6%) 0/5 (0%) 1/15 (7%) 1/14 (7%) NS
Clinical history
Associated neoplasia 3/44 (7%) 0/6 (0%) 1/24 (4%) 2/14 (14%) NS
Myelodysplastic syndrome 5/32 (16%) 2/6 (33%) 1/19 (5%) 2/7 (29%) NS
Results expressed as number of cases from all cases with available data and (percentage) or as *mean ± one standard 
deviation (range). Statistically significantly differences were found between agroup 1 group 2, bgroup 1 group 3 and 
cgroup 2 group 3. 1None showed mucosal involvement, 2only in male patients, both children. NS: no statistically 
significant differences (p > 0.05), CNS: central nervous system.
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cells included (Supplementary Table 2 and Figure 2): 
CD7 and CD33 which showed a greater expression 
among cases in the intermediate immunophenotypic 
Group 2 (p = .008 and p = .04, respectively) and to a 
lesser extent also, in case of CD7, in Group 3 (p > .05); 
CD56, which was dimly expressed only in a fraction of 
cases in Group 1, but widely and intensely positive on 
tumor cells from Group 2 and Group 3 cases (p ≤ .04), 
and; NG2, a marker that was absent in Group 1 cases 
(p ≤ .03) but clearly expressed in most of the other more 
mature Group 2 and Group 3 patients (Figure 1, panel II, 
plots M to X and Figure 2).
Clinical and laboratory features of the distinct 
maturation-associated subgroups of BPDCN
Overall, no significant differences were observed 
among the three phenotypic groups of BPDCN, as regards 
the distribution of patients according to age. Although a 
clear male predominance was found in all groups, this 
was significantly more pronounced in Group 3, where 
all 14 cases were males (p < .008) (Table 1). Patients in 
the three groups showed a similar reason for consulting 
except for cases in Group 1 which less frequently referred 
because of organ involvement. In line with this, Group 1 
cases also showed a significantly lower frequency (vs. the 
other two groups) of extramedullary involvement (14% vs. 
79% and 93%, p ≤ .004), lymphadenopathies (0% vs. 58% 
and 64%, p ≤ .007) and splenomegaly (0% vs. 54% and 
29%, p = .01). Group 2 cases showed intermediate profiles 
between those of Group 1 and Group 3 patients, as regards 
the frequency of extramedullary involvement, particularly 
of skin lesions.
Despite similar levels of BM and PB infiltration 
by tumor pDCs were found among the three groups, 
the frequency of anemia, leukopenia and neutropenia 
progressively decreased from Group 1 to Group 2 and 
Group 3 cases (Table 2). In contrast, the frequency of 
thrombocytopenia was slightly higher among the latter two 
groups. The frequency of cases with increased LDH levels 
was significantly higher in Group 3 vs. Group 1 cases.
Patient treatment and outcome
All 4 Group 1 patients who were treated with 
curative intention, systematically received an AML-type 
regimen; this is in contrast with Group 3 cases, who 
more frequently received either lymphoma (6/9 cases) 
or acute lymphoblastic leukemia (ALL; 3/9 patients) 
directed therapies (p = .01) (Table 3). In turn, Group 2 
patients received AML (8/19), ALL (5/19) and lymphoma 
(6/19) associated therapy. Despite the diverse therapies 
administered, complete remission (CR) was achieved 
in the great majority of cases (92%) who completed 
Table 2: Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasms classified according to their maturation-
associated immunophenotypic profile: laboratory parameters
Blast cell phenotype
Laboratory parameters





n = 46 n = 8 n = 24 n = 14
Anemia (< 100 g/l) 28/44 (64%) 6/7 (86%) 16/24 (67%) 6/13 (46%) NS
Leukopenia (< 4 × 109/l) 13/43 (30%) 4/7 (57%) 8/23 (35%) 1/13 (8%) .03a
Neutropenia (< 1.5 × 109/l) 20/41 (49%) 6/7 (86%) 12/22 (55%) 2/12 (17%) ≤ .04a, b
Thrombocytopenia (< 100 × 109/l) 28/43 (65%) 3/7 (43%) 16/24 (65%) 9/12 (75%) NS
Leukocytosis (> 10 × 109/l) 14/43 (33%) 0/7 (0%) 6/23 (26%) 8/13 (62%) ≤ .04a, b
Elevated LDH (≥ 450 U/l) 22/40 (55%) 1/6 (17%) 11/21 (52%) 10/13 (77%) .02a
Presence of blast cells (by morphology)
Peripheral blood % cases 27/44 (61%) 4/7 (57%) 14/24 (58%) 9/13 (69%) NS
% blast cells1* 39% (2%–83%) 11% (2%–35%) 45% (2%–80%) 39% (10%–83%) NS
Bone marrow % cases 41/44 (93%) 8/8 (100%) 21/24 (88%) 12/12 (100%) NS
% blast cells1* 78% (4%–100%) 68% (46%–73%) 80% (18%–99%) 85% (4%–100%) NS
Results expressed as number of cases from all cases with available data (percentage) or as *median (range). 
Statistically significantly differences were found between agroup 1 group 3 and bgroup 2 group 3. 1Only in cases 
with blast cells. NS: no statistically significant differences (p > 0.05) found, LDH: lactate dehydrogenase; β2-microg: 
β2-microglobulin. No statistical differences were observed among the groups regarding creatinine and C-reactive 
protein levels.
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the treatment protocol (n = 25), regardless of their 
phenotypic group (p > .05); nevertheless, the outcome 
was poor with a median overall survival (OS) of only 
11 months due to early relapse. Interestingly, relapse and/
or progression at the CNS level was observed in a high 
proportion of cases (33%), mostly among Group 2 and 
Group 3 (29% and 50%, respectively) patients (Table 3); 
this was even more frequent when only patients who 
achieved CR were evaluated (60%), particularly in those 
cases where a lymphoma-type therapy was administered 
(Supplementary Table 3). Overall, no significant 
differences were observed in the outcome of the patients 
from the three distinct immunophenotypic groups (Table 3 
and Figure 3A and 3B). In contrast, adulthood (age at 
diagnosis > 15 years; p = .04) (Figure 3C), presence of 
lymphadenopathies (p = .03) and hepatomegaly (p = .03) 
Figure 1: Illustrating dot plots of the three immunophenotypically defined groups of BPDCN. The neoplastic plasmacytoid 
dendritic cell population is depicted as black dots, whereas other leukocytes are depicted in gray. Panel I: plots A to I illustrate a combination 
of markers which are useful for the identification of blastic pDC, while plots J to L show the pattern of expression of CD34 and CD117 
for representative cases from the different maturation-associated groups of BPDC neoplasms here defined. Panel II: plots M to X display 
the pattern of expression observed for those markers found to be expressed at statistically different levels among the three maturation-
associated groups of BPDC neoplasms.
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(Figure 3D and 3E), skin lesions (p = .04) (Figure 3F), 
increased serum LDH (≥ 450U/l; p = .001) (Figure 3H) and 
β2-microglobulin (≥ 3 mg/l; p = .02) were all associated 
with a poorer outcome (Table 4). In turn, leukopenia 
(p = .05) (Figure 3G), administration of ALL-type therapy 
(Figure 3I) and allogeneic stem cell transplantation 
(Figure 3J) (p = .03 and p = .04, respectively) were 
associated with a better outcome. Multivariate analysis 
of prognostic factors (Table 4) showed that serum LDH 
levels were the only independent prognostic factor for OS 
in aggressively-treated patients (p = .005, HR = 6.6; 95% 
CI = 1.8–24.8).
DISCUSSION
BPDCN is a rare but very aggressive disease whose 
nomenclature, ontogeny and underlying biology have 
evolved over the years, since its first description by Brody 
et al. in 1995 [17]. Despite the number of cases reported in 
recent years has increased, as well as our knowledge about 
the biology of its postulated normal cellular counterpart 
(i.e. pDC lineage cells) [9, 18–20], the diagnosis of the 
disease still remains a challenge. This is due in part, to 
the clinical and phenotypical diversity observed among 
the patients and the overlapping features with other 
hematologic malignancies. In order to elucidate whether 
the clinical heterogeneity of BPDCN is related to the 
maturation stage of pDC tumor cells, here we analyzed a 
relatively large series of 46 patients, whose general clinical 
features were fully compatible with those previously 
reported for this rare entity [6, 7], except for the proportion 
of cases presenting with skin involvement that was lower 
(64% vs. 76%–100%) in our vs. other series [6, 7, 15, 21]. 
Although there is no definitive explanation for such 
difference, it might be due to the fact that until recently, 
skin lesions have been considered one of the major features 
Figure 2: Immunophenotypic differences observed for individual markers on neoplastic pDC from PBDCN patients 
classified into the three different maturation-associated groups defined in this study. Only those markers that showed 
statistically significant differences -CD7, CD33, CD34, CD56, CD117 and NG2- among the three maturation-associated groups of BPDC 
neoplasms are shown; the percentage of positive cases and the pattern of expression (intensity) observed for the above listed markers 
are represented as bars for each group of patients. The correspondence between MFI values and the different categories of intensity of 
expression defined for the individual markers is shown in Supplementary Table 2. Statistically significant differences were found between 
*Group 1 vs. Group 2, #Group 1 vs. Group 3 and ♦Group 2 vs. Group 3.
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that point to the diagnosis of BPDCN and consequently, 
a fraction of BPDCN patients, who have no cutaneous 
manifestations, might have gone undetected/not identified. 
Alternatively, a bias in sample selection could also exist, as 
more blood and BM vs. tissue samples from complex cases 
are referred from other centers to our institution.
Once we grouped our cases according to the 
immunophenotypic maturation profile of pDC-lineage 
tumor cells, important differences were noted between 
the immature and the more mature cases, the intermediate 
group showing also intermediate features. Despite CD34 
has been frequently considered as an exclusion marker 
for the diagnosis of BPDCN [11, 22], this marker was 
expressed in a fraction of pDC-lineage commited blast 
cells in around one fifth of our cases. Interestingly, these 
CD34+ BPDCN cases systematically had a second CD34+ 
blast cell population with a minimally differentiated (non-
lymphoid) phenotype. These results support and extend 
on previous observations by the Hellenic Dendritic Cell 
Leukemia Study Group, which found similar phenotypic 
and clinical characteristics to those of our Group 1 cases 
in 4/26 (15%) of their BPDCN patients [6]. If the WHO 
2008 criteria [2] would be strictly applied, these cases 
would be classified as acute leukemia of ambiguous or 
minimally differentiated myeloid lineage, because of 
the lack of clear differentiation markers for cell lineages 
other than pDC. Of note, lymphoid lineage-committed 
blast cells have also been reported in a smaller proportion 
of these CD34+ cases ([6] and personal unpublished 
observations). Previous studies have shown that among 
CD34+ pDC cases, both the pDC lineage-committed 
and the minimally differentiated blast cell population 
coexisting in individual patients, share the same 
chromosomal aberrations [23, 24], which suggests that 
both cell populations arise from a common ancestral 
leukemia cell, and that the pDC-lineage component may 
represent the more differentiated blast cell compartment. 
Of note, in these CD34+ cases, the pDC-lineage committed 
Table 3: Type of therapy and clinical outcome of patients with BPDCN classified according to the 
immunophenotypic-associated maturation profile of blast cells
Blast cell phenotype
Type of therapy administered





n = 46 n = 8 n = 24 n = 14
AML-type 12/45 (27%) 4/8 (50%) 8/23 (35%) 0/14 (0%) ≤. 01a, b
High risk ALL-type 8/45 (18%) 0/8 (0%) 5/23 (22%) 3/14 (21%) NS
C(H)OP and C(H)OP-like type 12/45 (27%) 0/8 (0%) 6/23 (26%) 6/14 (43%) .04a
AHSC transplantation 5/45 (11%) 1/8 (13%) 4/23 (17%) 0/14 (0%) NS
Palliative 10/45 (22%) 3/8 (38%) 3/23 (13%) 4/14 (29%) NS
No treatment 3/45 (7%) 1/8 (13%) 1/23 (4%) 1/14 (7%) NS
Clinical outcome
Median OS (months) 7 (4–10) 2 (0–4) 10 (5–15) 4 (0–10) NS
Complete remission1 23/25 (92%) 2/2 (100%) 14/15 (93%) 7/8 (88%) NS
Relapse 17/23 (74%) 1/2 (50%) 10/14 (71%) 6/7 (86%) NS
CNS relapse/progression 10/30 (33%) 0/3 (0%) 5/17 (29%) 5/10 (50%) NS
Median OS of aggressively treated 
non-transplanted cases (months) 11 (5–17) 23
2 11 (7–15) 10 (0–23) NS
Overall mortality 42/46 (91%) 7/8 (88%) 22/24 (92%) 13/14 (93%) NS
Early deaths 12/46 (26%) 4/8 (50%) 4/24 (17%) 4/14 (29%) NS
Deaths after remission 18/23 (78%) 1/2 (50%) 11/14 (79%) 6/7 (86%) NS
Results expressed as number of cases from all cases with available data (percentage). Statistically significantly differences 
were found between agroup 1 group 3 and bgroup 2 versus group 3. 1Only in aggressively treated patients, 2only one case. 
BPDC: blastic plasmacytoid dendritic cell; AML: acute myeloblastic leukemia; ALL: acute lymphoblastic leukemia; NS: no 
statistically significant differences (p > 0.05); AHSC: allogeneic hematopoietic stem cell; OS: overall survival; CNS: central 
nervous system.
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blast cell population frequently did not show aberrant 
expression of either CD56 or NG2 [6, 23], in contrast to 
most other more mature (Group 2 and Group 3) BPDCN 
cases. Furthermore, this subset of CD34+ BPDCN cases 
also showed a unique clinical behavior vs. the other cases; 
e.g. at presentation they typically lacked skin lesions and 
extramedullary disease. These results indicate that in 
these patients blast cells appear to be almost exclusively 
confined to the BM with some spreading to PB, reflecting 
a typical “acute leukemia-like” behavior, associated in 
most cases with multiple cytopenias. This is in line with 
the immunophenotypic profile of blast cells from cases 
classified as immature (Group 1) BPDCN, supporting 
the notion that they would mimic a stem cell malignancy 
whose blast cells would have limited ability to differentiate 
into the early stages of pDC lineage. Conversely, patients 
classified under Group 3, displayed a more mature pDC 
immunophenotype, associated with a greater frequency of 
extramedullar involvement (particularly in the skin) and 
spread into the lymph nodes and other secondary lymphoid 
tissues; such clinical behavior mimics that of aggressive 
lymphomas. Altogether, these results point out to a more 
mature and differentiated tumor pDC, blocked at a stage 
where the pDC precursor already leaves the BM via PB, 
with a greater migration capacity into peripheral tissues 
and secondary lymphoid tissues, which translates into 
frequent extramedullary organ involvement. In line with 
this hypothesis, Group 2 cases showed an intermediate 
phenotypic and clinical behavior between the other two 
groups (immature and mature) of BPDCN patients. These 
results support the notion that BPDCN originates from a 
BM cell precursor that secondarily involves the skin [25] 
and other peripheral tissues and lymphoid organs, at least 
in the great majority of cases.
Figure 3: Overall survival of patients with BPDCN. Stratified according to the three pDC maturation-associated groups of 
patients. Panels A and B, age at diagnosis panel C, presence of lymphadenopathies panel D, hepatomegaly panel E, skin lesions panel F, 
leukopenia panel G, lactate dehydrogenase (LDH) serum levels panel H, type of systemic therapy administered –acute lymphoid leukemia 
(ALL)-type vs. acute myeloid leukemia (AML) or lymphoma (NHL)-type therapies- panel I, including allogeneic hematopoietic stem 
cell transplantation (AHSCT) panel J. For all panels but panel A, only those patients who had been treated with an intention to cure, are 
represented.
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Despite the here defined maturation-associated 
subgroups of BPDCN displayed a clearly different 
clinical behavior at presentation, no significant differences 
were observed among them as regards disease outcome, 
with systematically low (i.e. less than a year) OS rates. 
However, it should be noted that different treatments 
were given to these patients due to their heterogeneous 
clinical presentation and equivocal tumor cell features 
at presentation. Of note, high CR rates were obtained, 
regardless of the type of therapy administered. However, 
most cases showed an aggressive clinical course with 
early recurrence of the disease, resistance to therapy and a 
dismal prognosis with median overall survival rates of less 
than a year, fully in line with previous observations [25]. 
Despite the above, more detailed analysis of patient 
outcome according to therapy showed that cases treated 
with ALL-type protocols had a better outcome than the 
other patients, particularly than those who received 
lymphoma-type regimens (Supplementary Table 3); 
these results are also in line with previous observations 
[6, 21], although younger patients (e.g. children) were 
mostly included in the group treated with ALL-like 
protocols. Therefore, the question remains about whether 
the treatment itself or age at diagnosis, would explain the 
apparently better prognosis of this subgroup of BPDCN 
patients. In this regard, it should also be emphasized that 
the only two adults who survived so far, were both treated 
with an allogeneic stem cell transplant following ALL-
type therapy in one case and AML-type chemotherapy 
in the other patient. Despite the low number of cases 
included in each group, our results would reinforce 
previous observations suggesting a better outcome for 
patients treated with ALL-type and/or allogeneic stem cell 
transplantation [6, 7, 21, 26].
Although the potential impact of age cannot be 
ruled out, we may speculate that the better outcome of 
cases treated with ALL-type chemotherapy could be 
due to systematic administration of CNS prophylaxis, 
Table 4: Prognostic factors (univariate and multivariate analysis) for overall survival among 
aggressively-treated patients with blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasms (n = 25)
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Elevated LDH (≥ 450U/l)
No 36 23
.001 .005 6.6 1.8 – 24.8
Yes 64 10
















Uni: univariate analysis, Multi: multivariate analysis, CI: confidence interval, NR: not reached, LDH: lactate 
dehydrogenase, β2-M: β2-microglobulin, ALL: acute lymphoblastic leukemia, AHSC: allogeneic hematopoietic stem cell.
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since a high percentage of the cases (60%) showed 
CNS involvement at relapse, particularly among non-
ALL-type chemotherapy treated patients (all but one, 
who received an ALL-type protocol). Despite the broad 
variety of prognostic factors -including therapy- found 
to be associated with patient outcome, LDH emerged as 
the only independent prognostic factor for aggressively-
treated patients, in line with the strong predictive value 
of LDH in other hematological malignancies, particularly 
mature/peripheral lymphoid tumors [27, 28].
In summary, here we show that tumor cells from 
BPDCN may show a highly variable maturational profile, 
which translates into a heterogeneous clinical behavior 
ranging from that of acute leukemia to peripheral/mature 
lymphomas, such wide clinical spectrum potentially 
leading also to variable differential diagnoses and 
administration of distinct treatment modalities. Despite 
the dismal prognosis of the great majority of patients, 
usage of ALL-type therapy with CNS prophylaxis and/
or allogeneic stem cell transplantation appears to be, 
among all regimens administered, the only effective ones. 
Overall, these results support the unique clinical and 
prognostic behavior of this subgroup of non-lymphoid 
neoplasms, which requires redefined diagnostic criteria 
and improved/novel [29] treatment strategies/regimens 
(e.g. CNS prophylaxis and consolidation regimens) for 
prolonged CR and survival rates.
MATERIALS AND METHODS
Patients and samples
A total of 46 patients (4 children and 42 adults; 
35 males and 11 females) diagnosed with BPDCN 
(according to WHO 2008 criteria [2]) and who were 
referred to the Cytometry Service of the Cancer Research 
Centre of the University of Salamanca (Salamanca, 
Spain), were included in this study. Diagnosis was 
prospectively made, based on co-expression of HLA-DR++ 
and CD123+/++ (which strongly supports a plasmacytoid 
dendritic cell origin [11, 30]) together with CD4 positivity, 
dim expression of CD45 and intermediate forward scatter 
(FSC)/sideward scatter (SSC) values, after blast cell 
commitment to other myeloid and lymphoid cell lineages 
had been excluded by morphological, immunophenotypical 
and molecular analyses (e.g. germline TCR and IGH 
gene configurations). The vast majority of cases also 
showed expression of CD36, further supporting a BPDCN 
diagnosis in the presence of the above referred phenotype.
In every patient, bone marrow (BM), peripheral 
blood (PB) and/or fine-needle aspiration (FNA) tissue 
samples were obtained and studied at diagnosis, before 
any therapy had been administered. Clinical and laboratory 
data was retrospectively collected from the referring 
centers. At the moment of closing the study, median 
follow-up was of 7 months (range: < 1 to 104 months), 
41 patients had died and 5 remained alive. The study 
was approved by the Ethics Committee of the Cancer 
Research Center, and performed following the Declaration 
of Helsinki. Each participant gave his informed consent 
prior entering the study.
Systemic therapy was administered to 32/46 patients 
and consisted of standard AML-type (cytarabine in 
combination with idarubicin, mitoxantrone or daunorubicin), 
acute lymphoid leukemia (ALL)-type (Spanish PETHEMA 
LAL-AR/2003 protocol and hyper-CVAD) [31] or 
lymphoma-type (i.e. C(H)OP) protocols, according to local 
criteria at the referring centers. The remaining patients 
received only palliative care based on local criteria.
Flow cytometry immunophenotyping
Multiparameter flow cytometry immunophenotypic 
studies were performed on whole BM, PB and FNA 
samples obtained from lymphoid tissues and/or skin 
lesions, using multicolor [3, 4, 6–8, 11] combinations of 
a large panel of monoclonal antibodies (Supplementary 
Table 1); since 2009 these included the EuroFlow 
panels [32]. In all cases, samples were stained using 
a direct immunofluorescence technique, as described 
elsewhere [20]. For data acquisition, a FACSCalibur 
and FACSCanto II flow cytometers (Becton Dickinson 
Biosciences –BD-, San Jose, CA, USA) were used. The 
Infinicyt (Cytognos, Salamanca, Spain) software program 
was used for data analysis.
Cytomorphological and 
histopathological analyses
Cytological analysis of May-Grünwald-Giemsa 
stained PB and BM smears was performed by conventional 
microscopy. In turn, conventional histopathological 
analyses were also performed in parallel for those cases 
showing lymph node and/or skin involvement, to further 
confirm tissue infiltration by pDC blast cells.
Statistical methods
Conventional descriptive and comparative statistics – 
Mann-Whitney U non-parametric test (for continuous 
variables) and the χ2 test (for categorical variables)- were 
calculated using the PASW 19 program (IBM SPSS 
Statistics, IBM, Armonk, NY, USA). Overall survival 
curves (OS) were plotted according to the Kaplan-
Meier method and compared using the (one-sided) 
log-rank test. Multivariate Cox proportional hazard 
models (stepwise regression) were applied to explore 
the independent effect of each parameter under study 
(including immunophenotypical BPDCN subgrouping) 
on OS. Hazard ratio and 95% confidence interval were 
also estimated. P values < 0.05 were considered to be 
associated with statistical significance.
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Artículo 3: “La neoplasia de célula dendrítica plasmocitoide 
blástica muestra con frecuencia infiltración del sistema 
nervioso central al diagnóstico, beneficiándose de la 
administración de tratamiento intratecal” 
Objetivo. Pese a que la mayor parte de los pacientes diagnosticados de neoplasia de 
célula dendrítica plasmocitoide blástica (NCDPB) alcanza remisión completa tras 
tratamiento con regímenes poliquimioterápicos agresivos, la gran mayoría de ellos 
recae poco tiempo después, de manera que la supervivencia global del conjunto de 
estos pacientes es generalmente muy corta e inferior a un año. En estos pacientes, un 
porcentaje significativo de las recaídas ocurre en el SNC (33%) donde, mediante 
técnicas (citológicas) convencionales, también se ha detectado la presencia de células 
tumorales al diagnóstico en un 10% de los casos. A pesar de todo lo anteriormente 
expuesto, en los pacientes con NCDPB actualmente no se investiga de forma 
sistemática la posible presencia de infiltración del SNC al diagnóstico; por el contrario, 
el estudio del SNC suele quedar restringido a aquellos pacientes en los que se observa 
sintomatología neurológica. Por consiguiente, tampoco se administra de forma rutinaria 
tratamiento intratecal profiláctico a pacientes con NCDPB. En este trabajo evaluamos 
por primera vez la incidencia de infiltración del SNC al diagnóstico en pacientes con 
NCDPB, además del posible efecto beneficioso sobre la supervivencia de la 
administración de terapia intratecal. 
Pacientes, materiales, métodos. Mediante CMF multiparamétrica (8 colores; 10 
parámetros) evaluamos la presencia de células tumorales en líquido cefalorraquídeo 
(LCR) estabilizado en Transfix (Cytomark, Buckingham, UK) en 13 pacientes con NCDPB. 
Estos casos fueron estudiados en el momento del diagnóstico (n=10) o en la 
recaída/progresión (n=3), y posteriormente, tras la administración de terapia intratecal. 
Los 10 pacientes evaluados al diagnóstico recibieron regímenes terapéuticos de tipo 
LLA que incluían la administración profiláctica de una dosis de terapia triple intratecal 




en cada fase del tratamiento. En los pacientes en los que se detectó infiltración oculta 
del SNC por CMF, se administró además tratamiento intratecal hasta su negativización 
(ausencia de células tumorales con un nivel de sensibilidad de <0.001 células 
tumorales/µl) en dos muestras de LCR consecutivas.  
Resultados. La mayoría de los pacientes presentaba lesiones cutáneas en el momento 
del diagnóstico y en todos los casos el examen neurológico fue normal. Pese a la 
ausencia de clínica neurológica se detectaron células tumorales mediante CMF, en el 
LCR de 6 de los 10 pacientes evaluados al diagnóstico. El hallazgo de infiltración del SNC 
se asoció de forma significativa con la presencia de ≥20% de células tumorales de línea 
de CDp en MO. Los 3 casos estudiados en el momento de la recaída/progresión de la 
enfermedad fueron referidos debido a la aparición de sintomatología neurológica; en 
todos ellos (3/3) se detectó infiltración del SNC mediante CMF. Todos los pacientes 
evaluados al diagnóstico recibieron tratamiento intratecal y todos excepto uno 
permanecen vivos y en remisión completa tras una mediana de seguimiento de 20 
meses. Por el contrario, los tres pacientes estudiados en recaída/progresión fallecieron 
al poco tiempo (mediana de 7 meses). El impacto favorable sobre la supervivencia que 
tuvo la administración de tratamiento intratecal en el momento del diagnóstico fue 
posteriormente confirmado en una serie retrospectiva de 23 pacientes con NCDPB.       
Conclusiones. Nuestros resultados muestran por primera vez la elevada frecuencia de 
infiltración oculta del SNC en pacientes con NCDPB, ya en el momento del diagnóstico. 
Además, nuestros hallazgos sugieren que los pacientes con NCDDPB y enfermedad 
oculta del SNC podrían beneficiarse de los tratamientos dirigidos al SNC, sobre todo si se 
administran de forma temprana. Indirectamente, estos resultados también sugieren que 
el SNC podría actuar como santuario para las células tumorales en aquellos casos en los 
que se observa una presentación leucémica, dada la eficacia limitada de la mayoría 
de los fármacos a la hora de atravesar la barrera hematoencefálica; este reservorio de 
células leucémicas podría contribuir a explicar la elevada tasa de recaídas observadas 
en estos pacientes.  
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Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm frequently shows 
occult central nervous system involvement at diagnosis and 
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ABSTRACT
Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm (BPDCN) is a rare aggressive myeloid 
neoplasm which shows a high rate of central nervous system (CNS) recurrence and 
overall survival (OS) of <1 year. Despite this, screening for CNS involvement is not 
routinely performed at diagnosis and intrathecal (IT) prophylaxis is not regularly 
administered in BPDCN. Here, we prospectively evaluated 13 consecutive BPDCN 
patients for the presence of CNS involvement by flow cytometry. Despite none of the 
patients presented with neurological symptoms, occult CNS involvement was detected 
in 6/10 cases evaluated at diagnosis and 3/3 studied at relapse/progression. BPDCN 
patients evaluated at diagnosis received IT treatment -either CNS prophylaxis (n = 
4) or active therapy (n = 6)- and all but one remain alive (median follow-up of 20
months). In contrast, all three patients assessed at relapse/progression died. The
potential benefit of IT treatment administered early at diagnosis on OS and CNS
recurrence-free survival of BPDCN was further confirmed in a retrospective cohort
of another 23 BPDCN patients. Our results show that BPDCN patients studied at
diagnosis frequently display occult CNS involvement; moreover, they also indicate




Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm 
(BPDCN) is a rare disease -i.e.  < 1% acute myeloblastic 
leukemia cases (AML)- with a historically dismal 
prognosis. Despite most BPDCN patients treated with 
different intensive chemotherapy regimens (e.g. CHOP, 
AML-type and acute lymphoblastic leukemia (ALL)-type 
regimens) achieve complete remission (CR), the great 
majority relapse early after CR, with further resistance 
to therapy and a fatal outcome. Of note, a significant 
percentage (≈30%) [1-3] of BPDCN relapses occur in 
the central nervous system (CNS), either as isolated CNS 
relapses or in the context of a systemic relapse. This is in 
line with the relatively high rate (≈10% of cases) [1-6] 
of overt CNS involvement (i.e. confirmed by cytology) 
observed at diagnosis in patients with leukemic variant of 
BPDCN presenting with neurological symptoms.
Although BPDCN prognosis is extremely poor, 
patients treated with ALL-type regimens that include 
CNS prophylaxis [1-3] and/or allogeneic hematopoietic 
stem cell transplantation (AHSCT) [7, 8] appear to show 
a better outcome. Altogether, these findings suggest that 
occult CNS involvement might be already present at 
diagnosis in a significant fraction of BPDCN patients, and 
could contribute to explain the relatively high number of 
CNS recurrences [9].
Here, we prospectively evaluated for the first time 
the presence of CNS involvement by next generation 
flow cytometry (NGF) in 13 consecutive BPDCN patients 
studied at diagnosis (n = 10) or at disease recurrence (n 
= 3). The impact of CNS involvement and CNS-directed 
therapy in patient outcome was further validated in a 
retrospective series of 23 additional BPDCN patients.
RESULTS AND DISCUSSION
At diagnosis, most prospectively analyzed patients 
showed skin lesions (n=10/13; 77%), peripheral blood 
(7/13; 54%) and/or bone marrow (9/13; 69%) involvement 
with normal neurological physical examination (n=13/13; 
100%) and a good performance status (ECOG≤0/1: 
n=12/13; 92%) (Table 1). Despite this, cerebrospinal fluid 
(CSF) samples positive for tumor plasmacytoid dendritic 
cells were found in 6/10 (60%) cases studied at diagnosis 
–median of 11 tumor cells/µl (range: 0.6–47), representing
82% of the total CSF cellularity (range: 68%-95%)- in
association with ≥20% bone marrow (BM) infiltration by
tumor cells (6/6 vs. 1/4 cases, respectively; p=.03). Except
for the high rate of occult CNS involvement at diagnosis,
prospectively analyzed here for the first time, the above
described pattern of extranodal disease involvement has
been previously reported as typical for BPDCN patients
[2, 4, 5].
Regarding the 3 patients referred at relapse (5, 7 and 
14 months after diagnosis), none had been screened for 
CNS disease (nor received CNS therapy) at diagnosis; all 3 
had their CSF referred because of the onset of neurological 
symptoms, consisting of seizure in two patients and 
the presence of  symptoms and signs of intracranial 
hypertension together with involvement of cranial nerves 
in the remaining case. They all showed CNS involvement 
by NGF with >50% tumor cells (958, 5 and 46 tumor 
cells/µl, respectively). These results confirm previous 
observations about the relatively high rate of overt CNS 
involvement in BPDCN, particularly at relapse [1-3]; in 
addition, these results also support the notion that many 
BPDCN patients may already have occult CNS disease at 
diagnosis, in the absence of neurological symptoms.
Despite BPDCN patients have been found to show 
already at diagnosis, a rather high rate (≈10%) [1-6] of 
CNS involvement by conventional CSF cytology (e.g. 
similar to ALL patients), they are neither routinely 
screened for CNS involvement, nor receive CNS-directed 
therapy. This is even more striking because CNS relapses 
have been recurrently reported among BPDCN patients 
at relapse at higher frequencies than at diagnosis (≈30%) 
[1-3]. Among other reasons, this might be due to the 
rarity of the disease –and hence the limited experience 
with these patients-, as well as the inclusion of BPDCN 
as a myeloid malignancy in the WHO classification 
[10], where CNS involvement at diagnosis is uncommon 
(<5% of patients) [11] and therefore, systematic CSF 
screening is not performed at diagnosis, in the absence 
of neurological symptoms. Moreover, NGF has not 
been routinely applied for the diagnostic screening of 
CNS involvement in BPDCN patients, despite its higher 
sensitivity over conventional cytology for detecting tumor 
cells on stabilized CSF samples [12, 13], and the fact that 
NGF can detect CNS disease before clinical symptoms 
emerge [14]. 
Of note, follow-up CSF samples obtained after 
triple intrathecal therapy (TIT) showed absence of tumor 
cells in 6/6 CSF+ cases studied at diagnosis, either after 
one -5/6 cases (83%)- or 4 doses of therapy (6/6 cases; 
Table 1). At the moment of closing this study, 5/6 cases 
remained CNS-disease free, in continuous CR; the 
remaining patient (case#4 in Table 1) had an isolated 
CNS relapse 6 months after diagnosis. Upon relapse, the 
patient received intrathecal (IT) chemotherapy, a single 
dose being sufficient to re-induce CR with NGF-negative 
CSF; subsequently, he underwent an AHSCT and remains 
disease-free for >2 years. At the moment of closing this 
study, only 1/10 patients studied at diagnosis had died in 
CR (case #5 in Table 1), the other 9 patients remaining 
alive in CR after a median follow-up of 20 months (range: 
6–48 months). In contrast, those three patients studied at 
disease recurrence suffered disease progression and death, 
despite IT therapy was administered in 2/3 cases (median 
overall survival (OS): 7 months) (Table 1). Overall, these 
findings suggest that BPDCN patients with occult CNS 
involvement at diagnosis might specifically benefit from 
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CNS-directed therapy, particularly if administered (early) 
at diagnosis; in line with this, early administration of 
TIT translated into a significantly better outcome and 
prolonged survival versus cases who did not receive CNS 
prophylaxis/therapy at diagnosis and presented with CNS-
recurrent disease (Figure 1C and 1D). 
In order to further validate our results, a series of 
23 BPDCN patients previously reported in the literature 
[1] -and recruited in an earlier time period-, was
retrospectively analyzed; of note, no major differences
were observed between the two cohorts (prospectively
vs. retrospectively analyzed patients) in terms of disease
features and outcome (Table 1). Five of these 23 patients
received IT prophylaxis at diagnosis and 4/23 received
CNS-directed therapy at relapse/progression (Table 2).
In this independent validation cohort, patients who did
receive IT prophylaxis at diagnosis also had prolonged 
CNS recurrence-free survival (CNS-RFS) (p=.06) and 
OS (p=.03) (Figure 1E and 1F). Univariate analysis of 
prognostic factors performed in the whole patient cohort 
(n=36) showed a favorable impact on CNS-RFS and/or 
OS for children (p>.05; p=.03), patients receiving ALL-
type therapy (p=.01; p=.002), AHSCT (p>.05; p=.003) and 
IT prophylaxis/treatment at diagnosis (p=.002; p<.001) 
(Figure 1G and 1H), the later variable emerging as the 
only independent (favorable) prognostic factor for CNS-
RFS (p=.02, hazard ratio [HR]=11.2, 95% confidence 
interval [CI]: 1.4 – 88.8) and OS (p=.001, HR=7.6, 95% 
CI: 2.2 – 25.9).
The high rate of CNS involvement found in our 
study strongly suggests that the CNS could be a persistent 
blast-cell sanctuary in BPDCN patients with leukemic 
Table 1: BPDCN patients included in the prospective cohort (n=13): Disease features at diagnosis and follow-up 
including patient outcome
ECOG: Eastern cooperative oncology group performance status; BM: Bone marrow; PB: Peripheral blood; CSF: Cerebrospinal 
fluid; NGF: Next generation flow cytometry; CC: Conventional cytology; IT: Intrathecal; CNS: Central nervous system; AHSCT: 
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; M: Male; F: Female; NE: Not evaluated; PD: Progressive disease; CYC & PRED: 
Cyclophosphamide and prednisone; PD: Progressive disease; CR: Complete remission;  SD: Stable disease; Leptom: Leptomeningeal; TIT: 
Triple intrathecal therapy (methotrexate cytarabine and hydrocortisone); Lip: Liposomal; AraC: cytarabine; HD MTX: High dose 
methotrexate; NA: Not applicable; NC: No clearance of CSF observed; ALL: Acute lymphoblastic leukemia; NR: Not reported; NS: Not 
statistically significant. #Due to the confirmed superiority of NGF versus CC in detecting occult leptomeningeal disease[12], and the 
limited volume of available CSF sample, CC evaluation was not systematically performed in parallel *At any time (diagnosis or follow-up).
Patients were grouped according to their CSF status at diagnosis. Results in the summary groups are expressed as number of cases 
from all cases within the group (for categorical variables) or as median (for continuous  variables) and minimum and maximum values.
All the patients had a normal neurological physical examination at diagnosis. 10 were screened for parenchymal involvement with a negative 
result in all these cases. All but case #7 received IT treatment at some point of the disease but none CNS radiotherapy. 
"LAL-XXX" (NCT01358201, NCT00853008 and [21]) and Hyper-CVAD are ALL-type protocols, CHOP is a NHL-type protocol and 
FLUGAZA (NCT02319135) is an AML-type protocol. CYC & PRED is a palliative regimen.
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Figure 1: Prognostic impact of (occult) CSF involvement and administration of IT therapy at diagnosis in BPDCN 
patients. CNS-RFS (panels A, C, E and G) and OS (panels B, D, F and H) curves are separately shown for the prospective 
cohort (panels A, B, C and D), the validation cohort (panels E and F) and the combined (prospective and validation) cohort 
(panels G and H).
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presentation, due to the limited power of cytostatic drugs 
to cross the blood-brain barrier into the CSF and brain 
parenchyma [15]. This reservoir of leukemic cells may 
also contribute to BM/systemic disease recurrence. Longer 
survival rates observed in AHSCT BPDCN patients [7, 
8], irrespective of IT medication administration, might 
be explained by the benefit of the antileukemic effect of 
donor allogeneic cells [16], able to circulate systemically 
and cross the blood-brain barrier. Unfortunately, AHSCT 
is not exempt from relapses (≈1/3 of patients) [7, 8], it 
cannot overcome the poor disease status beyond the 
first CR [7], and toxicity-related mortality is high [17]. 
Additionally, many patients are elderly or unfit subjects to 
undergo such an intensive therapeutic approach. 
Recently, SL-401, a novel targeted therapy directed 
to the interleukin-3 receptor, has shown positive results on 
BPDCN patients with skin confined disease, whereas long-
term benefit has not yet been observed in patients with the 
leukemic variant/phase of the disease [18]. No comparison 
can be established in terms of CNS relapses between both 
approaches (SL-401 vs. IT prophylaxis) since patients 
showing CNS involvement are excluded from the study 
(NCT02113982) and sites of relapse/progression after 
SL-401 administration have not been detailed [18, 19]. 
Nonetheless, evaluation of IT injection of this targeted 
therapy will be of great interest, particularly in CNS 
relapses.  
To the best of our knowledge, this is the first study 
reporting a strikingly high frequency of occult CNS 
involvement at diagnosis in BPDCN patients, and the 
potential benefit of CNS-directed therapy to reverse the 
poor outcome of BPDCN patients,. Indirectly, our results 
also suggest that occult CNS disease might contribute to 
explain the higher frequency of recurrences (e.g. CNS) 
observed in these patients, despite their high CR rates. 
Further prospective studies on larger BPDCN patient 
cohorts studied at diagnosis are necessary to confirm our 
findings.
Table 2: BPDCN patients included in the validation cohort (n=23): Disease features at diagnosis and follow-up 
including patient outcome
BM: Bone marrow; PB: Peripheral blood; CSF: Cerebrospinal fluid; IT: Intrathecal; CNS: Central nervous Sytem; AHSCT: Allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation; M: Male; F: Female; NE: Not evaluated; ALL: Acute Lymphoblastic Leukemia; NHL: Non-
Hodgkin Lymphoma; AML: Acute Myeloblastic Leukemia; CR: Complete remission; ED: Early death; SD: Stable disease; NR: Not 
reported; TIT: Triple intrathecal therapy (Methotrexate cytarabine and hydrocortisone); AraC: Cytarabine; MTX: Metothrexate; Dex: 
Dexamethasone; PD: Progressive disease; TreatTox: Treatment toxicity; NS: Not statistically significant. 
Results in the summary groups are expressed as number of cases from all cases within the group or as median. *At any time (diagnosis or 




The study was approved by the Ethics Committee 
of the Cancer Research Center, and performed following 
the Declaration of Helsinki. Each participant gave his/her 
informed consent prior entering the study.
Patients and samples
Forty-one CSF samples from 13 consecutive 
BPDCN patients (11 males and 2 females; median age: 67 
years, range: 11-79 years) were evaluated for the presence 
of CNS involvement by NGF. Cases were evaluated at 
diagnosis (n = 10) or at relapse/progression (n = 3) and 
subsequently, after IT therapy. Diagnosis of BPDCN 
was based on previously reported recommendations 
[10], including expression of markers claimed to be 
mandatory to allocate blast cells to the plasmacytoid 
dendritic cell lineage [20], by either flow cytometry or 
immunohistochemistry of peripheral blood specimens, 
BM samples or cutaneous lesions. The 10 patients studied 
at diagnosis received high-risk ALL-type treatment, based 
on the Spanish PETHEMA protocols (NCT01358201, 
NCT00853008 and [21])(n = 9) or HyperCVAD therapy 
(n = 1), including one dose of TIT as CNS prophylaxis at 
each treatment phase (Table 1). For CSF-positive cases, 
additional IT treatment was given -TIT every 72h (n = 
4) or liposomal cytarabine (50mg) every two weeks (n
= 2)- until two consecutive CSF-negative samples were
obtained. In turn, patients with recurrent disease (n = 3)
received AML-type or NHL-type (CHOP) therapy (Table
1).
In order to validate the impact of CNS involvement 
and CNS-directed therapy on patient outcome, an 
independent validation cohort of 23 BPDCN treated 
with ALL- (n = 7), AML- (n = 8) or NHL-type (n = 8) 
therapeutic regimens was retrospectively analyzed [1]. 
The intrathecal treatment administered to these patients is 
detailed in Table 2.
Multiparameter NGF immunophenotypic studies 
were performed on Transfix™-stabilized CSF samples 
(Cytomark, Buckingham, UK) following the EuroFlow 
panels and protocols [12, 22]. Data analysis was performed 
with the Infinicyt software (Cytognos, Salamanca, Spain). 
The lower cut-off for CNS involvement was defined as a 
cluster ≥10 events with the appropriate phenotype, based 
on a 10-parameter tube (≥0.001 cells/µl). 
Statistical analyses
The Mann-Whitney U (for continuous variables) 
and the χ2 tests (for categorical variables) were used 
to determine the statistical significance of differences 
observed between groups (PASW 19 statistical software, 
IBM SPSS Statistics, IBM, Armonk, NY, USA). OS and 
CNS-RFS curves were plotted according to the method 
of Kaplan-Meier and compared using the (one-sided) log-
rank test. Those variables showing prognostic value in the 
univariate analysis were also evaluated by multivariate 
analysis using a Cox stepwise regression model. 
Statistically significance was set at p values  < .05.
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A pesar de la baja incidencia de las neoplasias de célula dendrítica 
plasmocitoide, su curso clínico agresivo y el mal pronóstico asociado a esta 
enfermedad189-193 han motivado que en la última década se haya incrementado 
considerablemente el interés en el estudio de su biología y manejo clínico. Este interés 
se ve reflejado en la publicación reciente de varias series de pacientes156,190-
192,211,240,248,260. En conjunto, estos trabajos ponen de manifiesto que la enfermedad tiene 
un comportamiento heterogéneo, tanto desde el punto de vista clínico, como 
fenotípico y genético. Todo ello, unido a la ausencia de marcadores específicos, 
dificulta su diagnóstico190,192,209,240,243. Pese a lo anteriormente expuesto, hasta el 
momento de iniciar este trabajo doctoral no se había tratado de relacionar la 
heterogeneidad de la neoplasia con aspectos biológicos de las células tumorales (p. ej. 
su estadio de diferenciación) que han demostrado gran utilidad en otras hemopatías 
malignas273-275, en las que se considera que el componente neoplásico refleja las 
características de una célula normal bloqueada en estadios madurativos concretos, 
que se asocian con patrones específicos de comportamiento clínico y respuesta al 
tratamiento276-278. En general, en las hemopatías malignas linfoides T y B, y en las 
leucemias mieloides, el análisis de las características fenotípicas de la célula normal ha 
proporcionado una referencia para la caracterización fenotípica de su variante 
neoplásica, ya que buena parte de esas características se mantienen en la 
contrapartida celular tumoral273-275.  
Al iniciar este trabajo ya se conocía que la NCDPB tiene su origen en el precursor 
de la célula dendrítica plasmocitoide194-196,200. No obstante, en ese momento se 
desconocía cuál era el patrón de diferenciación de estas células en la MO, y no se 
disponía, por tanto, de una referencia de los perfiles fenotípicos de normalidad de los 
precursores de CDp. Por ello, nos propusimos como primer objetivo de este trabajo 
identificar los precursores de CDp de médula ósea de adultos sanos y caracterizar 
fenotípica y funcionalmente sus diferentes estadios madurativos, desde el precursor 
CD34+ ya comprometido a la línea de CDp, hasta la CDp más madura identificable en 




MO. Con este objetivo pretendíamos establecer una referencia de normalidad 
aplicable al estudio de la NCDPB.  
Una vez establecidos los principales cambios fenotípicos asociados a la 
maduración normal de los precursores de CDp de MO, y conociendo la gran 
heterogeneidad de las NCDPB, nos planteamos la posibilidad de que el grado de 
maduración de la célula neoplásica, definido en base al conocimiento de los patrones 
madurativos normales, podría estar relacionado con las distintas formas de presentación 
clínica de la enfermedad, e incluso, condicionar el comportamiento de la misma en lo 
que a pronóstico y supervivencia se refiere. Como hemos mencionado repetidamente 
a lo largo de este trabajo, la NCDPB tiene diferentes formas clínicas de 
presentación157,190,192,209, sin que por el momento se conozcan cuáles son los factores o 
circunstancias que las condicionan, a la vez que seguimos sin haber identificado 
factores pronósticos biológicos que determinen la evolución clínica de los pacientes. 
Por ello, nuestro segundo objetivo se centró en investigar la posible relación existente 
entre el estadio madurativo de la célula tumoral de la NCDPB y las características 
clínicas y biológicas de la enfermedad al diagnóstico, su evolución y pronóstico. 
Actualmente sabemos que, pese a la gran heterogeneidad clínico-biológica de 
la NCDPB, el pronóstico de la enfermedad es en general adverso, de tal manera que la 
supervivencia de la inmensa mayoría de los pacientes sigue siendo inferior al año190-
192,240. De forma característica, la enfermedad suele responder a distintas pautas de 
tratamiento quimioterápico de inducción administradas con intención curativa, con los 
que la mayor parte de los casos alcanza remisión completa. Desafortunadamente, esta 
no es duradera y la mayoría de los pacientes irremediablemente recae. Un buen 
número de estas recaídas ocurre en el SNC (30%)189,192, motivo por el cual, en varios 
trabajos, se recomienda realizar profilaxis del SNC en estos pacientes145,212,221. No 
obstante, no se conoce de forma fehaciente si el tratamiento profiláctico intratecal 
administrado en el momento del diagnóstico estaría indicado en todos los pacientes, 
ya que no se ha realizado una evaluación sistemática del estado del SNC al diagnóstico, 





LCR por células neoplásicas. A este respecto, trabajos previos realizados en muestras de 
LCR de pacientes con linfomas B agresivos obtenidas en el momento del diagnóstico, 
independientemente de la existencia o no de manifestaciones neurológicas, han 
demostrado que la CMF de alto rendimiento constituye una aproximación mucho más 
sensible y específica que otras metodologías utilizadas para la detección de infiltración 
del SNC por células tumorales, sobre todo cuando el estudio se realiza en muestras 
estabilizadas279-281. Con estos antecedentes, planteamos como tercer objetivo de este 
trabajo doctoral, conocer la incidencia de infiltración oculta del SNC al diagnóstico en 
pacientes con NCDPB, y evaluar el posible efecto beneficioso de la administración de 
tratamiento intratecal profiláctico en los mismos. Hay que tener en cuenta que el 
tratamiento intratecal ha demostrado ser una estrategia terapéutica fundamental en 
otras leucemias agresivas con tendencia a afectar el SNC, como es el caso de la LLA, 
en la que la inclusión de una profilaxis sistemática de la infiltración neuromeníngea en 
los protocolos de tratamiento ha supuesto una disminución drástica de las recaídas 
neuromeníngeas227,254. En el caso de la NCDPB, a pesar de tener una tasa de recaída 
en SNC similar a la de la LLA (30%)227, no se había evaluado previamente de forma 
prospectiva si, al igual que en la LLA, el tratamiento profiláctico del SNC condiciona un 
claro descenso en la tasa de recaídas neuromeníngeas, y por ende, una supervivencia 
más prolongada. Este constituye el motivo por el cual planteamos también su estudio 
dentro del tercer objetivo del trabajo. 
 
1. Patrón de diferenciación normal de la célula dendrítica plasmocitoide 
de médula ósea de adultos sanos. 
En este trabajo doctoral identificamos y caracterizamos por primera vez los 
diferentes estadios madurativos de los precursores de CDp (pre-CDp) de médula ósea 
de adultos sanos. En este sentido, demostramos que los precursores más inmaduros de 
CDp se localizan dentro del compartimento de células progenitoras hematopoyéticas 
CD34+ que expresan niveles elevados de CD123, de acuerdo con hallazgos previos en 




MO humana fetal55; además, en nuestro trabajo comprobamos que a medida que estos 
precursores progresan en su diferenciación a CDp, se incrementa la intensidad de 
expresión de CD45, mientras que se observan variaciones mínimas en los niveles de 
expresión (elevada) de moléculas HLA de clase II (HLA-DR++). Precisamente, en función 
del patrón de expresión de estas cuatro proteínas de membrana (CD34, HLA-DR, CD123 
y CD45) identificamos de forma sistemática en todas las MO normales analizadas, tres 
subpoblaciones de pre-CDp con características de células progresivamente más 
maduras: estadio I, CD34++ HLA-DR++/+++ CD123++ CD45+; estadio II, CD34+ HLA-DR+/++ 
CD123++/+++ CD45+/++, y; estadio III, CD34neg HLA-DR++ CD123++/+++ CD45++. El hallazgo de 
que buena parte de los pre-CDp más inmaduros (estadio I) expresaba moléculas 
asociadas a CDp (p. ej. CD304neg/+) en ausencia de otros marcadores específicos de 
línea (p. ej. MPOneg y lisozimaneg), unido además al hecho de que mostraran otras 
diferencias fenotípicas evidentes con los precursores CD34+ de otras líneas 
hematopoyéticas (p. ej. mayor expresión de CD85j y CD304)112,128, apoyan su 
pertenencia a la línea de CDp. No obstante, dado que parte de las células de este 
estadio no expresan antígenos específicos de CDp, cabe la posibilidad de que exista 
cierto grado de “contaminación” con células progenitoras hematopoyéticas 
comprometidas a otras líneas. 
 Como cabía esperar, además de expresar CD34, los pre-CDp más inmaduros 
presentaban también positividad para otras moléculas típicas de los progenitores 
hematopoyéticos; entre estas se incluían los receptores de citocinas CD116, CD117 (c-
kit) y CD126, que desaparecían en estadios posteriores. Además, los pre-CDp del estadio 
I mostraban algunos rasgos fenotípicos que en principio resultan más característicos de 
la CDc que de la CDp madura, incluyendo expresión de CD11c, CD13 y CD3316,138 junto 
con moléculas típicas de la CDp, como CD123 de intensidad elevada y CD30468,112. La 
expresión de estos marcadores mieloides disminuía drásticamente en la maduración de 
estos precursores desde el estadio I al estadio II, con la salvedad de CD11c cuyos niveles 
siguieron aumentando en una parte de las células más diferenciadas. La expresión de 





frecuencia en su variante tumoral216,237. Clásicamente, este hallazgo se ha relacionado 
con la presencia de fenotipos aberrantes en la NCDPB, de forma similar a lo que ocurría 
con la expresión (aberrante) de CD13 y CD33 por parte de los blastos de pacientes con 
LLA282,283. La observación realizada por primera vez en nuestro estudio, de que los pre-
CDp normales más tempranos también expresan marcadores mieloides que luego se 
pierden en los estadios más maduros, sugiere que, más que una aberración fenotípica, 
la expresión de CD13 y CD33 en las células tumorales de pacientes con NCDPB podría 
deberse al hecho de que la célula tumoral se encuentra en un estadio más 
indiferenciado. 
Desde el punto de vista morfológico, los pre-CDp CD34+ mostraban también 
características compatibles con una célula escasamente diferenciada y carecían de la 
morfología de célula dendrítica típica al ser colocada en cultivo en presencia de IL3; 
además, los pre-CDp del estadio I correspondían a células funcionalmente inmaduras. 
Así, eran incapaces de secretar IFN tras estímulo in vitro con CpG-ODN, y no lograban 
inducir proliferación de células T alogénicas tras cultivo mixto. Teniendo en cuenta estas 
características, y según el modelo más reciente de ontogenia de la célula dendrítica 
humana propuesto por Lee et al.37, el estadio I de pre-CDp aquí descrito, podría 
corresponder al de un precursor común de célula dendrítica, o a un estadio tardío de 
este; posteriormente, esta célula podría salir de MO como precursor de CDc, o 
permanecer en ella para completar su diferenciación hasta CDp madura. No obstante, 
son necesarios nuevos estudios para confirmar la hipótesis de que el pre-CDp en estadio 
I pudiera ser también el precursor de la CDc periférica. 
 Desde el punto de vista fenotípico, llamaba la atención que en este primer 
estadio de maduración a CDp, los precursores CD34+ expresaban marcadores típicos 
de célula dendrítica madura, tales como CLA y CD86, marcadores que se 
negativizaban en el siguiente estadio madurativo (estadio II). CLA es una glicoproteína 
de superficie asociada con el tropismo cutáneo y la capacidad de infiltrar la piel284. A 
este respecto, la expresión de CLA también se ha documentado en un porcentaje 
elevado de CDp neoplásicas, hecho que se ha relacionado con la particular propensión 




que tiene esta neoplasia de infiltrar  piel285. La expresión de CD86 en una parte de los 
pre-CDp de este estadio I, en ausencia de otras moléculas coestimuladoras y de 
señalización (p. ej. CD40neg y CD2neg), junto con la incapacidad de esta población 
celular de desencadenar una respuesta proliferativa T alogénica, apoyaría la hipótesis 
de que los pre-CDp del estadio I puedan tener un papel relevante en la inducción de 
tolerancia inmune286-288.  
Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el que se desencadena la 
tolerancia inmunológica, se ha sugerido que la CDp (y/o sus precursores) podría inducir 
la diferenciación de los linfocitos T CD4+/CD25neg a células T reguladoras CD4+/CD25+, o 
inhibir la respuesta antígeno-específica de los linfocitos T ante la ausencia de 
coestimulación inflamatoria y/o la falta de expresión de CD40289. Ambas condiciones 
concurren en los pre-CDp de MO en el estadio I de maduración. No obstante, 
independientemente del tipo de respuesta inmunológica que desencadenen 
(inmunogénica vs. tolerogénica), la CDp debe ser capaz de captar y presentar 
antígenos. A este respecto, pudimos comprobar que los pre-CDp del estadio I tenían 
una capacidad de endocitosis de partículas exógenas (p. ej. dextrano-FITC) similar a la 
de la CDc de sangre periférica, y notablemente superior a la de los pre-CDp más 
maduros (estadios II y III). Además de su superioridad a la hora de capturar y endocitar 
antígenos, los pre-CDp en estadio I fueron los que mostraron niveles más elevados de 
expresión de moléculas HLA, siendo estas, elementos esenciales para la presentación 
antigénica a los linfocitos T290,291. El hecho de que esta capacidad de endocitosis de los 
pre-CDp I no vaya asociada con producción de IFN, ni acabe desencadenando la 
proliferación de células T alogénicas, reforzaría el posible papel tolerogénico vs. 
inmunogénico del pre-CDp más inmaduro. En este sentido, cabe señalar que la posible 
función tolerogénica de los pre-CDp, fenotípicamente compatibles con los aquí 
referidos como estadio III de pre-CDp, se ha comprobado en el ámbito clínico en 
pacientes sometidos a trasplante alogénico de MO286,292. Dado que los pre-CDp en 
estadio I parecen estar mejor capacitados que los pre-CDp de estadio III para la 





cabe plantear si estos pre-CDp más inmaduros podrían actuar como supresores de la 
respuesta proliferativa de los linfocitos T naïve y de memoria, de forma incluso más 
potente que los pre-CDp del estadio III. En tal caso, estos precursores podrían ser 
especialmente útiles en inmunoterapia, a la hora de mantener el equilibrio entre el 
efecto injerto contra huésped y la respuesta injerto contra leucemia, tras un trasplante 
alogénico de precursores hematopoyéticos. Sin embargo, para poder confirmar esta 
hipótesis son necesarios experimentos funcionales adicionales a los que realizamos en 
nuestro estudio.  
 Los cambios fenotípicos que observamos en la progresión de los pre-CDp del 
estadio II al estadio III eran compatibles con un compromiso cada vez mayor a CDp, 
asociándose este paso a la pérdida de expresión de moléculas relacionadas con la 
célula progenitora hematopoyética y la línea mieloide, como ocurre en la 
diferenciación de otras poblaciones leucocitarias de MO293. Además, observamos un 
incremento progresivo de la expresión de marcadores típicos de célula dendrítica 
madura y de CPA. Así, cabe señalar que CD4 comenzó a expresarse (inicialmente de 
forma débil) en los pre-CDp del estadio II, siendo su expresión claramente evidente en 
el estadio III. Como hemos referido en la Introducción de este trabajo doctoral, uno de 
los criterios fenotípicos que se considera más relevante para el diagnóstico de la NCDPB 
es la expresión de CD4 junto con la positividad para CD56189,195. No obstante, la mayoría 
de los autores están de acuerdo al afirmar que la CDp normal no expresa CD56188, a 
diferencia de la célula tumoral de la NCDPB, observación que confirmamos también en 
este trabajo al demostrar la ausencia sistemática de expresión de CD56 en los tres 
estadios madurativos de pre-CDp presentes en MO normal. En contraposición con 
nuestras observaciones, recientemente se ha descrito la existencia de una subpoblación 
de CDp con fenotipo CD123++ CD4+ CD56+  en SP de sujetos sanos tras tratamiento con 
ligando de FLt3134, así como una (posible) población de CDs de MO y SP que expresaría 
CD56135,136. A pesar de esto, mientras no se confirme que esta población de CDp 
humanas constituye la contrapartida normal de la NCDPB, este marcador debe ser 
considerado como un marcador aberrante que puede ser utilizado para diferenciar la 




CDp leucémica de la CDp normal residual, incluidos los pre-CDp. En lo que se refiere a 
CD4, su ausencia en el estadio más inmaduro de pre-CDp normales también apoyaría 
la existencia de neoplasias de CDp CD4neg ref.235, sin que ello implique una aberración 
fenotípica. 
 En consonancia con los cambios fenotípicos asociados a la maduración de CDp 
en MO normal anteriormente descritos, observamos que en los estadios II y III, los pre-
CDp adquirían de forma progresiva rasgos morfológicos y funcionales propios de células 
más diferenciadas, sobre todo al ser colocados en cultivo bajo condiciones óptimas de 
estimulación. Así, los pre-CDp más maduros de MO (estadio III) mostraban 
características fenotípicas, morfológicas y funcionales similares a las descritas para la 
CDp de SP16,128,188, con la salvedad de una menor secreción de IFN. Estos hallazgos 
sugieren que estas células podrían representar el estadio terminal de diferenciación de 
la CDp dentro de la MO, y que estarían listas para abandonarla a través de la 
circulación sanguínea, con el fin de ejercer su función de centinelas del sistema inmune 
en los tejidos periféricos. 
 En resumen, en este primer apartado del presente trabajo doctoral demostramos 
por primera vez la existencia de tres estadios madurativos diferentes de pre-CDp en la 
MO de adultos sanos, que mostraban características fenotípicas, morfológicas, y 
funcionales distintas entre ellos. Llama la atención que la población más inmadura de 
pre-CDp (estadio I) coexpresaba marcadores asociados a CDp y marcadores mieloides 
habitualmente atribuidos a la CDc, además de rasgos fenotípicos asociados a la 
generación de tolerancia inmune. Asimismo, las características fenotípicas descritas 
para los diferentes estadios madurativos de los pre-CDp proporcionan un marco de 
referencia para la correcta identificación, caracterización e interpretación fenotípica 





2. Clasificación de la NCDPB según el estadio madurativo de la célula 
dendrítica plasmocitoide tumoral: asociación con las características 
clínicas y biológicas de la enfermedad. 
Con el fin de determinar si la heterogeneidad clínica de la NCDPB está de algún 
modo relacionada con el estadio madurativo de la CDp tumoral, analizamos una serie 
relativamente amplia de 46 pacientes. En general, las características clínicas de nuestros 
pacientes eran superponibles a las de otras series de NCDPB descritas previamente190,192, 
excepto en lo que se refiere a la proporción de casos que presentaban infiltración 
cutánea al diagnóstico, que fue menor entre nuestros pacientes (64% vs. 76%-
100%)190,192,211,220. Aunque no existe una explicación definitiva sobre las diferencias 
observadas en la incidencia de afectación cutánea entre nuestros casos y las series 
publicadas por otros autores, creemos que estas podrían ser debidas a que las lesiones 
cutáneas se han considerado hasta ahora como una de las principales características 
que apoyaría el diagnóstico de NCDPB, pudiendo así producirse un sesgo de selección 
al excluirse específicamente pacientes que no presentan lesiones en la piel, por 
considerarse en ellos poco probable el diagnóstico de NCDPB. Por otro lado, estas 
diferencias podrían ser debidas también a un sesgo en la selección de nuestros propios 
casos, si tenemos en cuenta que al Servicio de Citometría de la Universidad de 
Salamanca llegan casos complejos (de los que se remiten mayoritariamente muestras 
de SP y MO, y en menor medida de tejidos) referidos por otras instituciones, 
especialmente pacientes para los que se solicita una segunda opinión. 
Una vez agrupados los casos de NCDPB de acuerdo con el estadio madurativo 
de la CDp tumoral, según las semejanzas encontradas entre su perfil fenotípico y las 
características observadas en los diferentes pre-CDp de MO normal, comprobamos que 
existían importantes diferencias entre los casos que presentaban células tumorales más 
inmaduras, respecto a aquellos cuyas CDp neoplásicas eran fenotípicamente más 




diferenciadas; además, identificamos un tercer grupo de pacientes con características 
madurativas intermedias entre los dos primeros.  
En términos generales, el grupo de pacientes con NCDPB que presentaba células 
tumorales más inmaduras fue el menos numeroso. Fenotípicamente, este grupo estaba 
integrado por pacientes cuyas células tumorales presentaban expresión de CD34, al 
menos parcial. Clásicamente, la expresión de CD34 se ha considerado un marcador de 
exclusión en el diagnóstico de las NCDPB189,217; no obstante, aunque poco frecuente, no 
es excepcional encontrar NCDPB con expresión -al menos parcial- de CD34 en los pre-
CDp patológicos190,207,234. Curiosamente, en estas NCDPB CD34+ se detectaba de forma 
sistemática una segunda población de blastos CD34+, diferente de las células de línea 
de CDp y que correspondía a una población celular mieloide fenotípicamente muy 
indiferenciada. Estos resultados están en consonancia con observaciones previas del 
grupo heleno para el estudio de las leucemias de células dendríticas, quienes 
describieron cuatro casos de NCDPB con características fenotípicas y clínicas similares 
a las que encontramos en nuestros pacientes con fenotipo más inmaduro190. Además, 
cabe señalar que entre estos casos CD34+ se ha descrito también la presencia de blastos 
acompañantes de línea linfoide190.  
La población de blastos CD34+ acompañante puede llegar a constituir, en 
algunos casos, la más representada en MO. De hecho, al aplicar de forma estricta los 
criterios de la OMS de 2008157 para el diagnóstico de leucemias agudas, muchos casos 
de NCDPB CD34+ podrían ser clasificados como leucemias agudas de línea mieloide 
mínimamente diferenciadas o de linaje ambiguo, debido a la ausencia de marcadores 
de diferenciación, o a la expresión de marcadores mieloides/linfoides en la población 
mayoritaria de blastos no comprometidos a CDp, respectivamente. Desde el punto de 
vista genético y molecular, se ha demostrado que en los casos de NCDPB CD34+, tanto 
la población de blastos comprometida a CDp, como la mínimamente diferenciada, 
comparten las mismas aberraciones cromosómicas294,295, lo que sugiere que ambas 
poblaciones celulares surgen de una célula leucémica ancestral común, y que el 





tumorales más diferenciado. Desde el punto de vista fenotípico, merece destacar que 
en estos casos CD34+, la población tumoral comprometida a CDp era frecuentemente 
CD56neg y NG2neg190,294, al contrario de lo que ocurría con la mayoría de los casos de 
NCDPB con fenotipo más maduro (grupos 2 y 3). Además, el comportamiento clínico de 
los casos CD34+ también era diferente del de los pacientes CD34neg. A modo de 
ejemplo, las NCDPB CD34+ no solían presentar lesión cutánea, ni afectación 
extramedular al diagnóstico, siendo estos hallazgos por el contrario, frecuentes en los 
pacientes con células tumorales más diferenciadas (grupo 2 y sobre todo grupo 3 de 
NCDPB). Estos resultados indican que en las NCDPB CD34+, las células blásticas estarían 
confinadas preferentemente en la MO, y tendrían un comportamiento clínico similar al 
de una “leucemia aguda”, asociado habitualmente a múltiples citopenias periféricas. 
Este comportamiento clínico de la enfermedad concuerda con el perfil 
inmunofenotípico inmaduro de las células tumorales de este grupo 1 de NCDPB, que 
apoya la hipótesis de que se trata de una neoplasia de células progenitoras, en la que 
las células neoplásicas muestran una capacidad limitada de diferenciación a estadios 
madurativos más avanzados de CDp.  
Por el contrario, los pacientes clasificados dentro del grupo 3, y que por lo tanto 
mostraban un fenotipo de CDp tumoral más madura (NCDPB CD34neg/CD117neg), se 
caracterizaron por presentar con mayor frecuencia infiltración extramedular, sobre todo 
de la piel, y de afectación de los ganglios linfáticos y otros órganos linfoides secundarios, 
asemejándose su comportamiento clínico al de un linfoma agresivo296,297. En estos casos, 
la CDp tumoral se encontraría presumiblemente bloqueada en un estadio más maduro, 
similar al de una CDp normal que ya ha salido de la MO y que, a través de la SP y las 
vénulas del endotelio alto, ha migrado hacia tejidos periféricos y órganos linfoides 
secundarios, dando lugar a afectación extramedular. Estos hallazgos, unidos a la 
existencia de afectación medular, apoyan la hipótesis de que en la mayoría de los casos 
la NCDPB tiene su origen en un precursor de MO, que de forma secundaria infiltraría la 
piel208 y otros órganos y tejidos periféricos.  




Finalmente, los casos que presentaban un fenotipo intermedio (NCDPB 
CD34neg/CD117+) mostraron también un comportamiento clínico intermedio entre el 
observado en los otros dos grupos anteriores (inmaduro y maduro) de NCDPB.  
Independientemente del subgrupo fenotípico de NCDPB y de las diferencias 
observadas en la forma de presentación clínica de la enfermedad, la evolución y el 
pronóstico de los pacientes diagnosticados de NCDPB fue sistemáticamente malo. En 
este sentido, merece destacar que debido a la presentación clínica de la enfermedad 
tan variada y en algunos casos ambigua, los pacientes recibieron diferentes 
tratamientos de inducción, cuya elección estuvo condicionada sobre todo por la forma 
de presentación del tumor. Así, mientras que algunos casos recibieron tratamiento de 
tipo LMA, en otros se administraron regímenes terapéuticos de tipo LLA, e incluso CHOP 
(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona) o alguna de sus variantes. Al 
igual que lo referido previamente en otras series157,208, la tasa de remisiones completas 
alcanzada en nuestra serie fue elevada, independientemente del tratamiento 
administrado. No obstante, la mayoría de los casos presentó un comportamiento 
agresivo, con la aparición de recaídas tempranas, seguidas de una fase leucémica 
fulminante resistente al tratamiento y que terminó con la vida del paciente en un corto 
periodo de tiempo.  
Un análisis más detallado de la evolución de los pacientes de acuerdo con el 
tipo de tratamiento recibido, puso de manifiesto que los casos tratados con protocolos 
de tipo LLA mostraban mejor evolución que el resto de pacientes, y en especial, que los 
pacientes tratados con regímenes de “tipo linfoma”; estos resultados corroboran 
observaciones previas de otros grupos192,208,211,248. No obstante, hay que tener en cuenta 
que la mayoría de los pacientes más jóvenes (niños) fueron tratados con protocolos de 
tipo LLA, y, por tanto, cabe la posibilidad de que el aparentemente mejor pronóstico de 
estos casos no sea estrictamente debido al tipo de tratamiento recibido, sino a la edad 
de los pacientes en el momento del diagnóstico. A este respecto, merece destacar que 
los dos únicos adultos que permanecieron vivos al cerrar este trabajo habían sido 





otro. A pesar del pequeño número de casos incluidos en cada grupo, nuestros resultados 
refuerzan las observaciones previas de otros autores que sugieren que los pacientes con 
NCDPB tratados con protocolos de tipo LLA y/o sometidos a TAPH tendrían una 
supervivencia más larga189,190,211,215,248,249,260. El beneficio que supone para los pacientes 
con NCDPB recibir tratamiento con protocolos de tipo LLA podría estar relacionado con 
la administración sistemática de profilaxis del SNC, ya que en un elevado porcentaje de 
nuestros casos (60%) se detectó infiltración del SNC en el momento de la recaída, sobre 
todo entre los pacientes que no fueron tratados con protocolos de tipo LLA, ya que 
todos ellos excepto un caso, presentaban infiltración tumoral de LCR.  
En resumen, en este apartado del trabajo de tesis doctoral mostramos que las 
CDp tumorales de la NCDPB muestran un perfil madurativo muy variable, que se traduce 
en un comportamiento clínico heterogéneo, que varía desde el comportamiento típico 
de una leucemia aguda al de un linfoma agresivo. Este amplio espectro clínico ha 
llevado a la administración de modalidades terapéuticas muy distintas. A pesar del 
pésimo pronóstico observado en la gran mayoría de los pacientes, la administración de 
tratamientos de tipo LLA con profilaxis del SNC y/o TAPH parecen ser, de todos los 
tratamientos administrados evaluados, los únicos potencialmente efectivos. En su 
conjunto, estos resultados confirman el comportamiento clínico heterogéneo y el 
pronóstico desfavorable de este subgrupo de neoplasias no linfoides, para las que sería 
necesario (re)definir de forma más precisa criterios diagnósticos y mejorar las estrategias 
terapéuticas, incorporando regímenes de tratamiento más eficientes y específicos (p. 
ej. nuevas moléculas261 y/o regímenes más agresivos que incluyan profilaxis del SNC) con 
el fin de lograr remisiones completas más duraderas y medianas de supervivencia 
prolongadas. Además, en consonancia con observaciones previas189,190,192,220,221, 
nuestros resultados sugieren que en una proporción elevada de pacientes con NCDPB, 
la afectación del SNC podría estar presente ya al inicio de la enfermedad, pudiendo así 
contribuir a explicar el gran número de recaídas leptomeníngeas observado en estos 
pacientes. Ante esta posibilidad, nos planteamos como tercer objetivo de nuestro 




estudio, determinar cuál es la incidencia de afectación del SNC al diagnóstico en estos 
pacientes, y el impacto del tratamiento intratecal en su evolución clínica. 
3. Incidencia de infiltración del sistema nervioso central en NCDPB 
estudiadas al diagnóstico: impacto del tratamiento intratecal en el 
comportamiento clínico y pronóstico de la enfermedad. 
Al diagnóstico, los pacientes con NCDPB muestran tasas de infiltración del SNC 
relativamente altas (10%)189-192,298, aunque generalmente, el diagnóstico de afectación 
neuromeníngea se ha realizado mediante técnicas relativamente poco sensibles -como 
la citología convencional de LCR y/o técnicas de imagen-, aplicadas únicamente a 
pacientes que presentan manifestaciones clínicas asociadas a afectación del SNC. Es 
decir, a los pacientes diagnosticados de NCDPB no se les evalúa de forma sistemática 
la posible existencia de infiltración del SNC por células tumorales, a menos que el 
paciente presente síntomas neurológicos evidentes. Además, estos pacientes tampoco 
reciben sistemáticamente tratamiento específico para tratar de erradicar la posible 
infiltración del SNC. Este hecho llama todavía más la atención si tenemos en cuenta que 
las recaídas en el SNC se refieren de forma recurrente en pacientes diagnosticados de 
NCDPB, con una frecuencia tres veces superior a la referida en el momento del 
diagnóstico (30%)189,192. Dado que hoy se sabe que en las leucemias agudas y los 
linfomas agresivos, la recaída en SNC constituye una de las complicaciones más graves 
de la enfermedad, asociándose con una supervivencia significativamente más corta, 
además de ir habitualmente acompañada de recaída sistémica de la enfermedad299, 
cabría en principio esperar un comportamiento clínico similar para la NCDPB.  
En general, el hecho de que no se evalúe sistemáticamente al diagnóstico la 
posible existencia de infiltración neuromeníngea en pacientes con NCDPB, podría ser 
debido, entre otros motivos, a la baja incidencia de la enfermedad –y por lo tanto a la 





diagnóstica en la clasificación actual de la OMS dentro de las neoplasias mieloides157, 
al ser este un grupo de hemopatías malignas en el que la infiltración del SNC es 
relativamente poco frecuente (≈5% de los pacientes)300, desaconsejando el análisis 
sistemático de LCR en ausencia de sintomatología neurológica. Asimismo, en muchos 
centros la detección de afectación leptomeníngea en LCR sigue estando basada en 
técnicas poco sensibles, como la citología convencional aplicada sobre muestras 
frescas (no estabilizadas) de LCR, sin que se utilicen estrategias metodológicas que han 
demostrado mayor sensibilidad y eficiencia en otros tipos de neoplasias 
hematológicas279-281.  
En nuestro trabajo demostramos la existencia de CDp tumorales en LCR de más 
de la mitad de los pacientes con NCDPB estudiados al diagnóstico. Estos hallazgos 
confirman la elevada frecuencia de enfermedad neuromeníngea oculta en pacientes 
con NCDPB189-192,298, no solo en el momento de la recaída189,192 sino ya desde el mismo 
momento del diagnóstico de la enfermedad. Algunos autores han sugerido que el 
tropismo de algunos subtipos concretos de células tumorales por el SNC (por ej. de 
blastos mieloides de pacientes con LMA o de las células plasmáticas del mieloma) 
podría estar relacionado con la expresión de CD56301,302. Sin embargo, entre los 
pacientes con NCDPB estudiados en este trabajo, no encontramos asociación entre la 
expresión de CD56 y la presencia de células tumorales en LCR. 
 En nuestra serie, la administración de profilaxis o tratamiento intratecal ya en las 
etapas más tempranas del tratamiento sistémico, se tradujo en una mejor evolución 
clínica y una supervivencia significativamente más prolongada de los pacientes, frente 
a lo observado en aquellos casos que no recibieron tratamiento del SNC y que 
mostraron enfermedad leptomeníngea recurrente. Este hallazgo sugiere que los 
pacientes con NCDPB que tienen afectación oculta del SNC (CMF de alto rendimiento 
positiva con citología negativa, en ausencia de síntomas neurológicos) al diagnóstico 
podrían beneficiarse de la administración de terapia dirigida específicamente al SNC, 
sobre todo si esta se administra de forma temprana, inmediatamente tras el diagnóstico 
de la enfermedad.  




La elevada frecuencia de afectación del SNC que encontramos en la serie de 
pacientes con NCDPB en la que realizamos este estudio sugiere que el SNC podría 
constituir un santuario de células tumorales -al menos en pacientes con NCDPB de 
presentación leucémica-, debido a la incapacidad para atravesar la barrera 
hematoencefálica de la mayoría de los fármacos citostáticos303. Además, este 
reservorio de células tumorales podría contribuir también a la recaída sistémica.  
Como hemos referido anteriormente, la supervivencia prolongada observada en 
aquellos pacientes con NCDPB tratados con regímenes de tipo LLA, podría ser debida 
a que este tipo de protocolos incluye la administración de profilaxis del SNC. A su vez, el 
mejor pronóstico de los pacientes sometidos a TAPH248,260, independientemente de la 
administración o no de tratamiento intratecal, podría explicarse por las dosis elevadas 
de los fármacos administrados y/o el efecto antileucémico beneficioso de las células 
alogénicas del donante304, capaces de recircular en el organismo de forma sistémica y 
de atravesar incluso la barrera hematoencefálica305. Desgraciadamente, el TAPH no 
está exento de recaídas (1/3 de los pacientes)248,260 y tampoco es capaz de revertir el 
mal pronóstico de la enfermedad, si este procedimiento terapéutico no se aplica en la 
primera remisión completa260; además, en el TAPH la mortalidad por toxicidad del 
procedimiento sigue siendo relativamente alta306. Todo ello, unido a que muchos de los 
pacientes diagnosticados de NCDPB son a adultos mayores de 65 años157,189,209 en los 
que habitualmente la realización de un TAPH está contraindicada, hace que el 
trasplante sea una opción subóptima. Por el contrario, el tratamiento intratecal en el 
contexto de una quimioterapia sistémica que no induce un efecto mieloablativo 
irreversible, constituye una opción terapéutica relativamente bien tolerada, 
convirtiéndose así en una alternativa ideal para el tratamiento de primera línea de 
pacientes que, aunque no sean candidatos a recibir un trasplante alogénico, presentan 
un estado general que permite la indicación de quimioterapia intensiva con fines 
curativos.  
Respecto al tratamiento de los pacientes con NCDPB, cabe señalar también que 





con el fármaco SL-401, dirigido al receptor de IL3 (CD123), y la administración de 
profilaxis intratecal en el contexto de un régimen de tipo LLA. Esto es debido a que los 
pacientes que presentan afectación del SNC son excluidos del ensayo con SL-401 
(NCT02113982); además, en la información disponible sobre los resultados de este 
ensayo clínico con SL-401, no se detallan las localizaciones donde se han producido las 
recaídas y/o progresión de la enfermedad tras la administración de SL-401261,268. Aun así, 
la posibilidad de evaluar en el futuro los posibles efectos beneficiosos de la 
administración intratecal de SL-401 sería de gran interés, sobre todo en pacientes que 
presentan una recaída neuromeníngea de la enfermedad.  
 En resumen, en este trabajo referimos por primera vez la existencia de una 
elevada frecuencia de infiltración oculta del SNC al diagnóstico en pacientes con 
NCDPB; además, demostramos el posible beneficio de la administración de terapias 
dirigidas específicamente al SNC para revertir el pronóstico nefasto de la NCDPB. En este 
sentido, nuestros datos apoyan la incorporación sistemática del tratamiento del SNC, 
incluso en la forma de profilaxis, aun cuando no se identifiquen CDp tumorales en el LCR. 
Nuestros resultados también sugieren de forma indirecta que la infiltración oculta del 
SNC podría contribuir a explicar la elevada frecuencia de recaídas (p. ej. en SNC) 
observada en estos pacientes, a pesar de la elevada tasa de remisiones completas que 
presentan. No obstante, estos resultados deben ser confirmados en estudios 





























En relación con el primer objetivo, centrado en la identificación de los precursores 
de CDp en médula ósea de adultos sanos y el análisis de sus características 
morfológicas, fenotípicas y funcionales:  
1. En la MO de adultos sanos se identifican al menos tres estadios madurativos 
diferentes de CDp, que muestran distintas características morfológicas, 
fenotípicas y funcionales.  
 
2. Los precursores de CDp más inmaduros (CD34+) coexpresan niveles variables de 
marcadores asociados a CDp, junto a marcadores mieloides habitualmente 
relacionados con la CDc, lo que sugiere que podría tratarse de un precursor 
común a ambas subpoblaciones de CDs, con características fenotípicas 
asociadas con la generación de tolerancia inmune.  
 
3. El perfil inmunofenotípico de maduración normal de la CDp de MO definido de 
forma detallada en este trabajo, proporciona un modelo de referencia para el 
diagnóstico y clasificación de pacientes con neoplasia de célula dendrítica 
plasmocitoide blástica. 
En relación con el segundo objetivo, que perseguía establecer una asociación entre 
el estadio madurativo de la célula tumoral de pacientes con NCDPB y las características 
clínico-biológicas y evolutivas de la enfermedad: 
4. La CDp tumoral de la NCDPB muestra un perfil fenotípico heterogéneo, que 
permite subclasificar la enfermedad en tres subgrupos madurativos distintos: un 
grupo menos numeroso de NCDPB inmaduras, que expresa CD34+ al menos de 
forma parcial, un grupo intermedio CD34neg CD117+, y un tercer grupo en el que 
las células tumorales muestran un fenotipo de CDp relativamente madura 
CD34neg y CD117neg. 




5. El grado de diferenciación de la CDp neoplásica está relacionado con la forma 
de presentación clínica de la enfermedad. Así, mientras que las NCDPB más 
inmaduras se asemejan en su comportamiento a una leucemia aguda con 
citopenias periféricas y escasa frecuencia de afectación extramedular, las 
NCDPB más maduras habitualmente muestran afectación de órganos linfoides 
secundarios y de tejidos periféricos, especialmente de la piel. 
 
6. Los protocolos terapéuticos asociados al tratamiento de la leucemia 
linfoblástica aguda que incluyen profilaxis del SNC y/o el trasplante alogénico 
de precursores hematopoyéticos, parecen resultar las aproximaciones más 
eficaces para el tratamiento de la NCDPB, al ser los únicos capaces de lograr 
remisiones completas duraderas.  
En relación con la incidencia de infiltración del sistema nervioso central observada 
al diagnóstico en pacientes con NCDPB y el posible efecto beneficioso del tratamiento 
intratecal:  
7. Pese a la ausencia de sintomatología neurológica, los pacientes con NCDPB 
muestran una elevada frecuencia de infiltración del SNC al diagnóstico, 
especialmente en aquellos casos que debutan con formas leucémicas de la 
enfermedad, lo que sugiere que la CDp tumoral presenta un elevado tropismo 
por el SNC. 
 
8. La administración temprana de tratamiento intratecal en pacientes con NCDPB 
se asocia con remisiones completas duraderas y una supervivencia más larga, lo 
que sugiere que el SNC podría actuar como un santuario para las CDp 
tumorales, de difícil acceso para los tratamientos sistémicos convencionales. De 
confirmarse en series más amplias de pacientes con un seguimiento prolongado, 
estos hallazgos apoyarían la incorporación sistemática de la profilaxis intratecal 
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